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I. EINLEITUNG

1. Abstract

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe verschiedener Inhibitoren die
Bedeutung der MAPKs (Mitogen-aktivierten Proteinkinasen) im Zustandekommen
der Kardioprotektion durch Ischédmische Prékonditionierung (IP) untersucht. IP ist
ein Phdnomen endogener Protektion, welches das Herz sowie andere Organe durch
kurze vorgeschaltete Ischdmiezyklen gegeniiber einer nachfolgenden ldngeren und
schddigenden Ischdmie schiitzt.

Ausglost durch die aktuelle Diskussion iiber die Rolle der K, p-Kanéle in der
kardioprotektiven Vermittlung von IP, erlangten die MAPKs eine hochaktuelle
Stellung.

Vorhergehende Studien mit Proteinkinaseaktivatoren (Anisomycin und Okada
Sdure) hatten bereits unterschiedliche Funktionen der verschiedenen MAPKs im IP
des Schweinemyokards aufgezeigt. Auch erbrachten die unterschiedlichen
Aktivitdten der MAPKs wéidhrend einer ldnger anhaltenden Ischdmie und der
darauffolgenden Reperfusion die Erkenntnis einer MAPKs-Kaskaden-abhéngigen
Signaltransduktion.

Die Aktivitdt der ERKs (extrazelluldr-Signal-regulierte Kinasen) erhohte sich
gemdfBigt wiahrend kurzer Ischdmiezyklen und deutlich wiahrend der folgenden
Reperfusionsphase. Die SAPK/JNKs (Stress-aktivierte Proteinkinasen/c-Jun-NH,-
terminale Kinasen) dagegen wurden nur wéidhrend der Reperfusion maximal
aktiviert. Die p38-MAPKs wurden wéahrend der Ischdmie zu einem Maximalwert
aktiviert, jedoch widhrend der folgenden Reperfusionsphase und in einer zweiten
Ischédmieperiode bereits wieder zum Ausgangswert deaktiviert. Die Aktivierung der
SAPKs/JNKs durch Behandlung mit Okada Sdure und Anisomycin bewirkte eine
Vergroflerung des schiitzenden Effekts von IP im Schweinemyokard. Beispielhaft
wurde durch die intramyokardiale Infusion der Fibroblastwachstumsfaktoren
(FGF-1 und FGF-2) gezeigt, dass diese als Aktivatoren der ERKs-Kaskade den
Effekt von IP im Schweinemyokard nachahmen. Unter anderem zeigten
Peptidwachstumfaktoren, Epidermalwachstumsfaktoren und Rezeptoragonisten
des G-Proteins eine Aktivierung von ERKs im Myokard. Diese Tatsachen und die
beobachtete Kardioprotektion durch FGF-1 und FGF-2 untermauerten die
Hypothese, dass die ERKs- und JNKs-Kaskade in die ischdmischen
Prikonditionierung involviert sein muss. Um die Hypothese zu priifen, wurden in
der hier beschriebenen Studie erstmals spezifische Inhibitoren der Kinasen
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eingesetzt. PD98059 und UO126 wirken als Inhibitoren der ERKs-Kaskade und
Taxol als Inhibitor von SAPKs/JNKs. Andererseits sollte durch den Einsatz des
spezifischen Inhibitors des p38-MAPK-Weges, SB203580, die negative Rolle von
p38-MAPK auch wihrend des Phénomens der IP bestétigt werden.

Die Untersuchungen wurden in einem in vivo-Schweinemodell mit intra-
myokardialer Mikroinfusion und systemischer Applikation der Substanzen
durchgefithrt. Der Einfluss der MAPK-Kaskadehemmung auf Infarktentstehung
wurde nach einer Periode von Indexischdmie und Reperfusion mit vorgeschaltetem
IP (von zweimalig 10 min Ischdmie und 10 min Reperfusion) oder ohne IP sowie mit
oder ohne Infusion der zu testenden Substanzen gemessen. Aullerdem wurden die
Effekte der Substanz-Infusion auf die MAPK-Aktivitdten bzw. -Phosphorylierungs-
intensitdten durch "in Gel" Phosphorylierungs-Assays und Western Blot-Analysen

nachgewiesen.

PD98059 bedingt eine Inhibierung der Raf-Kinase und dadurch Aktivitéts-
hemmung von MEK-1/2, der proximalen Kinase von ERKs, wihrend U0126 direkt
als Inhibitor von MEK-1/2 sowie von ERK-1/2 fungiert. UO126 greift somit an
einem distaleren Glied der Phosphorylierungskaskade von ERKs an, bevor die
Signalweiterleitung vom Zytosol in den Kern iibergeht. Taxol inhibiert SEK 1/2, die
direkt vorgeschaltete Kinase der SAPKs/JNKs, und SB203580 blockiert bestimmte
Isoformen der p38-MAPKs.

Die intramyokardiale sowie die systemische Applikation der ERKs- und SAPKs-
Inhibitoren bedingten eine konzentrationsabhingige Infarktentstehung in dem
ansonsten durch IP geschiitzten Myokard. Die Infarktentstehung nach Inhibitoren-
gabe korrelierte mit einer Abnahme der ERKs bzw. SAPKs/JNKs-Phospho-
rylierungsintensitit sowie der Aktivitdt ihrer spezifischen Transkriptionsfaktoren.
Die Gabe von SB203580 inhibierte die p38-MAPK- und MAPKAP-K2-Phospho-
rylierung ohne die kardioprotektive Wirkung von IP zu beeinflussen.

Eine allgemeine Eigenschaft aller MAPKs ist die Fahigkeit eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren zu phosphorylieren, hierdurch eine Steigerung ihrer
Aktivitdt zu bedingen und somit in die Transkription spezifischer Gene
einzugreifen. Eine Aufhebung, der durch IP erzeugten Kardioprotektion durch die
Inhibierung der Phosphorylierung von MAPKSs und ihrer folgenden Transkriptions-
faktoren wire somit ein Beweis, dass IP auch auf der Ebene der Transkription
Verdnderungen bewirkt. Daher wurde der transkriptionelle Schritt der Signalkette
noch im Speziellen untersucht, indem durch den Einsatz des Transkriptionsgiftes
Actinomycin-D eine Unterbindung der mRNA Bildung der MAPK-spezifischen
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Transkriptionsfaktoren c-Jun, Elk-1, c-Myc und ATF-2 erreicht wurde. Hierbei war
ebenfalls eine Aufhebung der kardioprotektiven Wirkung der IP festzustellen.

Zusammenfassend beweist die Aufthebung des kardioprotektiven Effekts von IP
durch ERKs- und SAPKs/JNKs-Inhibitoren die Schliisselrolle dieser Protein-
Kinasen beim Zustandekommen des Phédnomes. Die schiitzende Wirkung mittels
des p38-MAPK-Inhibitors SB203580 untermauert die Hypothese des “death
pathways” der p38-MAP Kinase. Die distale Inhibition von UO126 und
Actinomycin-D an der letzten zytosolischen Kinase der ERKs-Kaskade bzw. direkt
im Kern bestiétigt die Existenz eines nukledren Mechanismus der IP.

2. Hintergrund der Studie

Das Herz als muskuloses Zentralorgan des Blutgefd3systems bezieht die Energie
fiir seine mechanische Arbeit iiberwiegend aus dem oxidativen Abbau von
Néhrstoffen. Darin liegt ein wesentlicher Unterschied zum Skelettmuskel, der
seinen akuten Energiebedarf weitestgehend durch anaerobe Prozesse zu decken
vermag und dabei eine Sauerstoffschuld eingehen kann, die nachtriglich wieder
ausgeglichen wird “?. Das Herz ist jenes Organ, dessen Regenerationsfihigkeit,
ebenso wie seine vorhandenen Schutzmechanismen, im Vergleich zu denen anderer
Organe unterentwickelt ist. Es erkrankt bei jungen, gesunden Individuen im
Verhiiltnis zu seiner hohen Leistungsbeanspruchung relativ selten primér ®. Zwar
treten sekundire Schiddigungen nach Infektionen auf, doch letztendlich haben erst
die Zunahme der Lebenserwartung, die hohen Stressbelastungen und das hdufige
Vorkommen von Uberernihrung in der Bevélkerung westlicher Industrienationen
die Erkrankungen des Herz- und Kreislaufsystems an die Spitze der Todesursachen
geriickt. Im Jahr 2001 wurde laut der statistischen Verosffentlichung des Deutschen
Bundesamtes in der Bundesrepublik-Deutschland bei nahezu jedem zweiten
Verstorbenen (202450) der Tod durch Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems
ausgelost. Unter diesen Erkrankungen nahmen die ischdmischen Herzkrankheiten,
wie die Koronaren Herzkrankeiten und die Peripheren Arteriellen Verschluss-
krankheiten die erste Position ein (9,1% der insgesamt Verstorbenen) ‘. Die
Koronare Herzkrankeit manifestiert sich in einer Ischdmie des Herzmuskels.
Krankheitsbilder sind hierbei vor allem die Angina pectoris, der Myokardinfarkt

und die Linksherzinsuffizienz.

Die Myokardzelle ist eine Zelle, deren Differenzierung nicht umkehrbar ist, dies
bedeutet, dass ventrikuldres Myokard als irreversibles postmitotisches Gewebe im
Prinzip unfdhig zur Regeneration ist. Allerdings konnen ein transmuraler Infarkt

und der Tod eines Patienten oftmals vermieden werden, wenn der Regulatismus der
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kardialen protektiven Konditionierung gewdihrleistet, dass weniger Nekrosen,
weniger ernste Funktionsschwichen und daher bessere Uberlebenschancen
entstehen °. Diese kardiale Protektion (ischdmische Prikonditionierung; ischemic
preconditioning (IP)) wird durch eine transiente, reversible ischédmische Periode
ausgelost, die vor einer folgenden lédnger andauernden Ischédmiephase stattfindet.
Kurze Ischdmiephasen erhohen somit fiir eine bestimmte Zeit die Toleranz des
Myokards gegeniiber einer folgenden ldngeren Ischdmieperiode. Durch IP wird das
Zugrundegehen der Zellen entweder limitiert oder zeitlich verzogert ®. Die Adaption
von Geweben auf wiederholend einwirkende Stressfaktoren ist seit ldngerem
bekannt. Hierzu zdhlt vor allem die Hypertrophie des Herzens. Dennoch ist die
Erkenntnis der sofortigen reaktiven Adaptierung einer Zelle auf akut schiddigende
Einfliisse, indem sie zu ihrem Ausgangszustand zuriickkehrt, erst seit wenigen
Jahren bekannt >"®, Untersuchungen des myokardialen Signaltransduktionsweges
dieses endogenen adaptiven IP-Phidnomens war die Aufgabenstellung der
vorliegenden Arbeit.

3. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

e Ziel unserer Studien war es, die Rolle der Mitogen-aktivierten-Protein-Kinasen
(MAPKs) innerhalb der ischidmischen Pridkonditionierung (IP) und ihrer
zugrunde liegenden Signal-Transduktionskaskaden aufzuklédren

¢ Die MAPKs-Signalkaskaden sollten erstmals an einem in vivo-Schweinemodell
experimentell durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren blockiert werden

¢ Es sollten die Auswirkungen dieser Inhibition auf die IP-erzeugte Kardio-
protektion durch Bestimmung der Infarktgrofe als deren Funktion dargestellt

werden

¢ Die Aktivitdtsverminderung der MAPKs durch Inhibition sollte iiber den Grad
der Phosphorylierung der MAPKs sowie ihrer Substrate und Trans-
kriptionsfaktoren bestimmt werden

Mit Hilfe der erlangten Forschungsergebnisse konnten evtl. neue Ausgangs-
grundlagen der pharmakologisch therapeutischen Pridventionsmaflnahmen von
Herzinfarktrisikopatienten geschaffen werden, sodass die Entstehung von
Infarkten bereits dezimiert wiirde. Schon bestehende Therapiemoglichkeiten sind
aufgrund der Langzeitmedikation und Nebenwirkungsrate in ihrer Akzeptanz eher
unbefriedigend. Die Prognose fiir viele Herzinfarktpatienten hinsichtlich
Lebenserwartung und Lebensqualitiat hat sich durch immer wieder stattfindende
Weiterentwicklungen sicherlich deutlich verbessert. Trotzdem haben diese
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Therapieformen nach wie vor hauptsidchlich palliativen Charakter, d.h. sie
verzogern die z.T. lebensbedrohlichen Komplikationen der Erkrankung. Daher ist
die Erforschung von therapeutisch wirksamen endogenen Substanzen, im Sinne
von neuen Therapieansédtzen, von grofler Bedeutung. Das verfolgte therapeutische
Ziel unserer Untersuchungen bestand daher darin, eine genauere Erforschung des
Phénomens der kardialen Ischdmischen Prékonditionierung zu erhalten und IP
durch endogene Substanzen zu aktivieren, zu verstidrken oder zu ersetzen und
durch Inhibitorenapplikationen, d.h. Blockade der IP, den Gegenbeweis zu

erbringen.

4. Klinischer Aspekt

In den letzten fiinf Jahrzehnten sind bedeutende Fortschritte in der Behandlung
und Prophylaxe des akuten Herzinfarktes erreicht worden. Insbesondere die
Behandlung von fatalen Arrhythmien in "Coronary Care Units” und Strategien zur
Verminderung von InfarktgroBen durch die Einfithrung von Nitrat- und p-Blocker-
Behandlungen haben aulerordentliche Fortschritte erbracht. Auch die Moglichkeit
einer Bypass-Operation oder einer Herztransplantation verringerte die Todesrate
und erhéhte die Lebensqualitéit der betroffenen Patienten °. Die Einfithrung von
thrombolytischen Wirkstoffen wie Aspirin und Heparin sowie die direkte perkutane
transluminale Koronare-Angioplastie (PTCA) erzielten eine deutliche Vermin-
derung der Sterblichkeit nach einem akuten Herzinfarkt '*'*. Dennoch bleibt Herz-

versagen die fiihrende Todesursache der deutschen Bevilkerung ',

Daher war die Intention der nachfolgend beschriebenen Studie im Hinblick der
klinischen Relevanz, aus den gewonnen Daten ein therapeutisches Prinzip zu ent-
wickeln, um den Untergang von Herzmuskelzellen frithzeitig zu verhindern bzw.
die bestehende Latenzphase bis zum Beginn des Zelluntergangs durch eine
pharmakologische Behandlung zu verldngern. Bereits eine Verkleinerung des
Infarktgebietes oder eine zeitliche Verzogerung der Infarktentstehung wiirden
erheblich die Uberlebenschancen sowie die Rekonvaleszenzmoglichkeiten der
Patienten erhéhen.

Momentan erhofft man sich von dem kardialen Schutz durch Prédkonditionierung
lediglich eine Verldngerung des Zeitabschnittes vom Beginn des akuten Herz-
infarktgeschehens bis zum Eintreffen der Ersten-Hilfe Kréfte, dem Transport zum
Krankenhaus und schliefllich dem Stattfinden der Behandlung im Krankenhaus.
Die Zeitphase bis zum Eintreffen der Notérzte, einschliefllich des Transportes war
bislang das grofite Risiko der Patienten. Pridkonditionierung konnte diese Phase in
eine weitestgehend stabile Phase tiberfithren.
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Der vorrangige Ansatzpunkt zukiinftiger Entwicklungen der ischdmischen
Prikonditionierung wire der Einsatz nichtinvasiver Behandlungsmethoden, somit
die Zugédnglichkeit der Therapieform fiir mehrere Patienten und die Moglichkeit
einer praventiven Behandlung, um das Risiko sowie die Kosten fiir die Patienten zu

verringern.

Der wissenschaftliche und pharmakologische Aspekt der Erforschung der
ischdmischen Prikonditionierung ist es, die molekularen Mechanismen dieses
Phédnomens zu belegen, um Entwicklungen von Medikamenten voranzutreiben,
welche diesen Weg der "endogenen” Protektion fordern. Durch die Erkenntnis des
MAPKs-abhidngigen Signalweges der IP lag der Schwerpunkt der Arbeit auf dem
Signaltransduktionsmechanismus dieser Proteinkinasen. Das Ziel der zukiinftigen
Behandlung von Herzinfarkt-Risikopatienten wére somit die prophylaktische
medikamentose Therapie auf der Basis von MAPKs-Aktivatoren, die das Phdnomen
der ischdmischen Prékonditionierung auslosen oder potenzieren konnten, um somit
den Schutz des Myokards solange aufrechtzuerhalten, bis eine weitere Medikation
stattfinden kann. Erste Versuche die ischdmische Prikonditionierung bei
Bypasspatienten anzuwenden, zeigten positive Ergebnisse im Hinblick einer
verminderten Gewebeschidigungen des Herzens *'.

Eine Vielzahl weiterer Erkrankungen, die eine MAPK-Vermittlung bzw. -
Interaktion aufweisen, sind neben den ischdmischen Herzerkrankungen bekannt,.
So stellen die kardiale Hypertrophie, die pulmonale Hypertension, der Endo-
toxinschock, verschiedene Formen von Arthritiden und diabetische Nephropathien
weitere Krankheitsbilder dar, die durch die Signalvermittlung der MAPKs
mitbegriindet sind '**'. Auch weisen 30% der existierenden Krebsformen mitunter
Mutationen des Ras-Proteins auf, einem vorgeschalteten Signalschaltprotein des
MAPKs-Weges 2%,

Das Coffin-Lowry Syndrom stellt eine x-chromosomale-rezessive Erbkrankheit dar,
die sich durch eine Splice-Mutation oder Deletions-Mutation (bp. 451 und 452) des
MAPKAP-K1/Rsk2-Genes manifestiert. MAPKAP-K1/Rsk2 ist ein Substrat der
ERK-1/2-Kaskade ***. Die Mutation duBert sich durch den Austausch verschie-
dener Aminosduren der N-terminalen ATP-Bindungs-Doméne des Proteins oder
durch schwerwiegende Konformationsverdnderungen des Proteins z.B an einem
Tryptophanrest. Die chromosomale Lokalisation des Gens befindet sich auf dem
Locus Xp22.1-22.2. Die Mutation findet zu einem postzygotischen Teilungsschritt
der Eizelle statt. Betroffene Menschen zeigen unter anderem das klinische Bild
einer juvenilen Retinoschisis mit primérer Netzhautspaltung im Bereich der Fovea
centralis. Des weiteren ist die Erkrankung durch facialen und digitalen Dys-
morphismus, psychosomatische Retardierung, lockerem Sehnen- und Bindegewebs-
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aufbau sowie progressiven Skelettdeformationen gekennzeichnet. Die Lebens-
erwartung ist nahezu normal, jedoch sind Verhaltensdnderungen und Lern-
storungen bekannt, die oftmals in depressivem oder schizophrenem Verhalten
enden konnen. Aktivitdtsassays des verdnderten Proteins zeigten keinerlei
Aktivitdtsnachweis des Proteins und eine fehlende Signalvermittlung durch
ERK-1/2 #%031:32 Eine gezielte Gentherapie des mutierten MAPKs-Gens wire hier
das Ziel zukiinftiger Behandlungsmethoden.

5. Erliduterung zur Wahl des Tierversuchsmodells und der in
vitro-Methodik

5.1. in vivo-Schweinemodell

Trotz der Verwendung eines experimentellen Tiermodells steht am Ende aller
Untersuchungen und Bemiihungen der Mensch. Fiir ihn gilt es nun geeignete
Medikamente zu entwickeln, die Krankheiten verhindern, vermindern oder heilen

konnen und die Lebensqualitdt nach einer Erkrankung zu verbessern.

Bei der Mehrzahl der Haus- und Versuchstiere hat die koronare Herzerkrankung
aufgrund des geringen Lebensalters nur eine untergeordnete Bedeutung. Doch
beobachtet man mit zeitlicher Verzogerung und zunehmendem Wohlstand auch bei
Hunden und Katzen eine deutliche Zunahme dieses Krankheitsbildes. Durch die
Optimierung der Haltungsbedingungen konnte vor allem bei Hunden eine stetige
Zunahme des Lebensalter (ebenfalls Affen, Bidren, Papageien und Pferden)
beobachtet werden. Unter Beriicksichtigung genetischer Dispositionen (angeborene
Enzymdefekte, Rassedisposition) und erndhrungsbedingter Problematiken wird
daher auch bei Tieren frithzeitig in der Behandlung der koronédren Veridnderungen
begonnen ***¢, In dem hier behandelten Schweinemodell konnte der Infarkt durch

gezielte Experimente ausgeldst und in seinen Auswirkungen nachgeahmt werden *’.

Die Pridkonditionierung setzt sich aus einem komplexen Zusammenspiel
verschiedenster Signalweiterleitungen zusammen. Um diesen Voraussetzungen
gerecht zu werden, ist es notwendig, ein geeignetes System zu verwenden, das
diesen Anforderungen entspricht und zusétzlich dem menschlichen Organismus
dhnlich ist. Dies ist die Ausgangsgrundlage fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse.
Da der Einfluss von endogenen Substanzen auf das unter Ischdmie schlagende Herz
untersucht werden sollte, setzte das Versuchsmodell ein in-situ-schlagendes Herz

voraus °°.
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Wegen der guten Ubertragbarkeit auf den Menschen, d.h. durch die fehlende
Kollateralisierung, dem Vorhandensein vergleichbarer Himodynamik und
GefdafBarchitektur sowie einer autonomen Innervation, ist das Schweinemodell nach
wie vor ausgesprochen gut geeignet. Daher wurden auch eventuelle Mehrkosten der
Anschaffung und Tierhaltung gegeniiber kleinen Labornagern in Kauf genommen.

Ebenso war es von grofler Wichtigkeit, dass eine intramyokardiale Applikation am
Versuchsmodell durchfithrbar war, da einige der zu testenden Substanzen keine
systemische Bioverfiigharkeit gewidhrleisteten. Der limitierende Faktor war in
dieser Hinsicht die Grofle des Herzens und des zu erwartenden Infarktgebietes.
Dadurch waren Experimente an Ratten- und Mduseherzen ebenfalls nicht moglich.

Versuche am intakten in vivo-Organismus sind fiir bestimmte Untersuchungen und
Fragestellungen unerldsslich, da ausschlieBlliche biochemische und molekular-
biologische Methoden in in-vitro-Experimenten nur Teilaspekte herausstellen
konnten. Zellkulturen ermoglichen die Untersuchung von spezifischen Frage-
stellungen, die eine einzelne Zellart oder das Zusammenspiel zwischen zwei bis drei
Zellsystemen betrifft. Zellkulturen beleuchten jedoch stets nur Einzelwege einer
Signaltransduktionskaskade und niemals die Interaktion verschiedener Signalwege
wie des komplexen Mechanismus der kardialen Prikonditionierung. Um
physiologische Bedingungen, wie es der Ischdmiestress darstellt, zu simulieren, galt
es, ein entsprechendes Modell zu verwenden, dass auch eine folgende Infarkt-
groflenbestimmung durch Farbung zulie. Die Untersuchungen im protein-
biochemischen und molekularbiologischen Bereich waren mit dem biopsierten
Schweinemyokardgewebe gut durchfithrbar und die Entnahme von Drillstanz-
biopsien aus den intramyokardialen Mikroinfusionsarealen gewihrleistete eine
grofle Sicherheit der Pharmakonwirksamkeit im entnommenen Gewebematerial.

5.2. in vitro-Untersuchungsverfahren

5.2.1. Tetrazolium-Firbung des Myokardgewebes

Tetrazoliumsalze werden als biologische Reduktionsindikatoren eingesetzt. Sie
finden Verwendung in der Biochemie, Histologie, Histophysiologie, Pathologie, in
Toxizitdtsbestimmungen von Rohstoffen sowie in vielen anderen Verfahren ***°. Die
Tetrazoliumsalze sind in Wasser, Alkohol und Azeton 16slich, jedoch unléslich in
Ather. Sie sind farblos und verfirben sich bei Lichtkontakt gelblich. Durch die
Einwirkung verschiedenster Reduktionsmittel auf das Férbereagenz (z.B.
Zinkstaub, Schwefelammonium, lebendes pflanzliches oder tierisches Gewebe, etc.)
entstehen wasserunlosliche, tief-rot gefidrbte Formazan-Verbindungen. Diese fallen
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in Kornchen- und Kristallform aus, je nach verwendeter Konzentration,
Temperatur und Wasserstoffanzahl in unterschiedlicher Menge und GroBe
(Bruchteile eines Mikrons bis zu einer Linge von 100 zm) ***2,

Tetrazoliumsalze haben im Vergleich zu anderen Reduktionsindikatoren
(Methylenblau) den Vorteil, dass ihre Reduktionsprodukte wasserunloslich sind,
d.h. Triphenylformazan fdllt am Ort seiner Entstehung aus und kann nicht
ausgespiilt werden. Weiterhin sind die Reduktionsstufen sauerstoffunempfindlich.
Der Herzmuskel fiarbt sich nach TTC-Inkubation, sofern er im Zustand
physiologischer Bedingungen entnommen wurde und frisch dem Farbstoff zugesetzt
wurde, purpurrot an. Es kommt zu einer starken, jedoch unregelméifligen
Formazankristallbildung. Die Kristalle liegen in den Muskelfasern und im
Perimysium internum vielfach zu Zopfen in langen Reihen verflochten und in
paralleler Verlaufsrichtung zu den Muskelfasern. Die Verteilung und Stédrke der
Formazanbildung in den einzelnen Organen ist unterschiedlich und steht
wahrscheinlich in Beziehung zur Intensitéit der Stoffwechselvorgénge. Die Literatur
kam zu dem iibereinstimmenden Ergebnis, dass die TTC-Reduktion durch das
Dehydrogenasesystem bedingt wird und daher in engem Zusammenhang mit der
Zellatmung steht. So entstehen Formazankristalle in Geweben mit einem hohen
Grad an Stoffwechelvorgidngen schneller und in gréerer Menge als in
bradytrophen Geweben **. Welche Stoffwechselprodukte bzw. -prozesse eine positive
bzw. negative TTC-Reduktion im Herzmuskel nach Ischdmiezustidnden bewirken,
konnte anhand vielfdltiger Untersuchungen am MPI Bad Nauheim durch Schaper
et al., Klein et al. und Ito et al. ***® aufgezeigt werden. Die Fermente der Oxidations-
Reduktions-Reaktionen des energieliefernden Zitratzyklus sind in hypoxdmischen
Herzmuskelgebieten vermindert oder fehlen. Es handelt sich dabei um einen
groen Multienzymkomplex und beeinhaltet z.B. den Pyruvat-Dehydro-
genasekomplex, eine Vielzahl von Koenzymen und die Diaphorasen (= Liponsdure-
amid-Dehydrogenase oder auch als NADH,Liponsdureamid-Oxydoreduktase
bezeichnet). Das Nicotinamidadenindinucleotid (NAD") ist hierbei der wichtigste
Elektronenakzeptor der Oxidation von Brennstoffen. Der reaktive Teil des NAD"ist
sein Nicotinamidringsystem. Bei der Oxidation eines Substrats nimmt der Nicotin-
amidring des NAD" ein Wasserstoffion und zwei Elektronen auf, was einem Hydri-
dion entspricht. Bei dieser Dehydrogenierung wird ein Wasserstoffatom des
Substrates direkt auf NAD* iibertragen, wihrend das andere in der Lésung
erscheint. Beide Elektronen aus dem Substrat werden auf den Nicotinamidring
tberfiihrt. Die reduzierte Form dieses Carriers wird als NADH bezeichnet und
fungiert bei der Mehrzahl der Biosynthesen, die eine Reduktion erfordern, als
Elektronendonator. Fehlende Formazanbildung bedeutet daher fehlendes
NAD/NADH. Der NADH-Verlust aus den Mitochondrien fithrt zum Zelltod. Die
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Ausschwemmung des bereits translozierten NADH durch Reperfusion ist somit

notwendig, um falsch-negative Resultate zu vermeiden.

Histologisch befinden sich in den Gebieten mit negativer Reaktion vor allem fettige
Degenerationsherde oder typische hypoxdmische Nekrosen mit den morpho-
logischen Verdnderungen der Sarkoplasmaverklumpung, Kernpyknose, Karyolysis
und Verlust von Querstreifung. Es besteht eine Korrelation zwischen dem
Reaktionsausfall, der TTC-Farbung und den morphologisch elektronenmikro-
skopisch nachweisbaren Verdnderungen. Dies bedeutet, dass die negative
Fermentreaktion bereits ein frithzeitiger sensitiver Nachweis fiir die Schadigung
der Herzmuskelfasern ist. Die hypdmischen Nekrosen umfassen zu Beginn
meistens nur einzelne Fasern, dazwischen liegen noch morphologisch intakte Herz-
muskelbezirke. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die reduzierenden
Fermente auch in diesen Fasern schon vermindert sind. Durch den negativen
Ausfall der TTC-Reduktion, d.h. durch das Zustandekommen der Leukoform des
TTCs, ist es moglich einen makroskopischen Hinweis auf einen Herzinfarkt zu
erlangen, bevor die typischen Kriterien einer andmischen Herzmuskelnekrose
vollstdndig ausgeprégt sind.

5.2.2. In-Gel-Phosphorylierung und Western Blot Analyse von Proteinen

Eine Methode, um die Phosphorylierung von Proteinen darzustellen und zu messen,
ist die "in-Gel" Phosphorylierung. Dazu wird ein Elektrophorese-Gel mit einem
Substrat (Phosphatakzeptor) gemischt und mit zytosolischen Kinasen geladen.
Nach Ende der Elektrophorese wird das Gel mit radioaktivem ATP inkubiert. Dabei
ubertriagt die jeweils aktive Kinase die radioaktive y-ATP Gruppe auf das
Substrat .

Wihrend die Gewinnung von Kinasen und Membranfraktionen aus Kontrolltieren
keiner Ischidmie bedarf, ist die Aktivierung von Proteinkinasen, wie die der MAPKs
Signaltransduktionkette, nur durch regionale Ischidmie moglich. Nach unseren
Erfahrungen mussten zwei Perioden von 10 miniitiger Ischdmie von 2 Perioden

10 miniitiger Reperfusionen unterbrochen werden, um Aktivitit zu bewirken.

Ein weiteres Verfahren in der Identifizierung der Kinasen stellt die Western Blot
Analyse dar. Hierbei werden nach Aufbereitung der Myokardbiopsien, Proteine mit
Hilfe elektophoretischer Auftrennung je nach ihrem spezifischen Molekulargewicht
separiert. Nach einem Transfer dieser Proteine auf eine Zellulosemembran konnen
nach der Inkubation mit einem Primér- und Sekundérantikorper spezielle Proteine
anhand der Bindung des Antikérpers definiert werden ***. Durch die Méglichkeit
der Myokardbiopsieentnahme zu verschiedensten Zeitpunkten eines



I. Einleitung -11 -

Vesuchsablaufes konnte somit der Aktivitdts- und Phosphorylierungszustand von
Kinasen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Ischdmie und Reperfusion, sowohl in
vivo als auch in vitro dargestellt werden. Da bisher hypothetisch verschiedenste
Kinasen im Prédkonditionierungsprozess des Herzens eine Rolle spielen, musste
eine weitgefidcherte Untersuchung aller drei Hauptfamilien der MAPKs erfolgen.
Moglichkeiten ihrer ndheren Untersuchung bot hierbei sowohl die Inhibierung, als
auch die Stimulierung der Kinasen mittels spezifischer Substanzen. Eine
anschliefende biochemische Bestdtigung der makroskopisch ausgewerteten
Herzscheiben war von essentieller Bedeutung.

6. Blutversorgung des Myokards

Die Blutversorgung des Myokards erfolgt durch den Koronarkreislauf, welcher
einen Teil des groBlen Kreislaufs darstellt. Im Herzen des Schweines befinden sich
zwei Koronararterien, die beide aus der Aortenwurzel entspringen. Die rechte
Koronararterie (Arteria coronaria dextra) nimmt ihren Ursprung aus dem zur
rechten Seminularklappe gehorenden Sinus des Bulbus aortae. Die linke
Koronararterie (Arteria coronaria sinistra) entspringt aus dem linken Sinus des
Bulbus aortae und gabelt sich nach kurzem Verlauf in den Ramus

interventricularis paraconalis und in den Ramus circumflexus auf. %

In der hier vorgestellten Studie okkludierten wir den Ramus interventricularis
paraconalis direkt proximal seines ersten diagonalen Nebenastes (A. coni arteriosi)
sowie die Vena cordis magna. Wir reperfundierten das zuvor verschlossene
ischdmische Myokardareal in einem folgenden Versuchsabschnitt durch Offnung
der Okklusionsstelle.






II. Literaturiibersicht -13 -

II. LITERATURUBERSICHT

1. Ischimische Prikonditionierung

1.1. Definition und Vorkommen

Unter ischdmischer Prikonditionierung des Herzens (ischemic preconditioning, IP)
versteht man die kardiale Konditionierung durch sich wiederholende, kurzzeitige
Ischdmie- und Reperfusionszyklen. Das Herz konditioniert sich hierbei fiir eine
nachfolgend ldngeranhaltende Ischdmie- und Reperfusionsperiode. Ischdmische
Prikonditionierung ist das paradoxe endogene Phidnomen der Zunahme von
Ischdmietoleranz. Es ist eine der wirksamsten Methoden, die Ausbreitungs-
geschwindigkeit eines Infarktes zu verlangsamen. Es resultiert in einer Reduktion
der endgiiltigen Infarktgrofle (IS) oder in einem verzogerten Beginn der Infarkt-
entstehung um die Zeitspanne von ca. 2 Stunden, d.h. in einer Verschiebung der
Beziehung zwischen Infarktgrofe (Ordinate) und Verschlusszeit (Abszisse) nach
rechts.

Erste Veroffentlichungen von Nobel und Kollegen berichten im Jahr 1943 von
einem akuten Adaptionsgeschehen °°. Diente er anfinglich der Benennung des
Phinomens der stressinduzierten endogenen Toleranzfihigkeit des gesamten
Organismus gegeniiber traumatischen Situationen oder differenten Stressoren, so
differenzierte man spéter den Begriff nach dem konditionierten Organ und dem
Charakter des auslosenden Stressstimulus. Die erforderliche Dauer des Stresses
Ischdmie/Reperfusion (Schwellenwert) sowie die Anzahl der Wiederholungen unter-
schied sich je nach untersuchter Tierspezies. Strasser et al. und Schott et al.
erzielten am Schweinemyokard mit zweimalig 10 min Ischdmie, jeweils gefolgt von
30 miniitiger Reperfusion und anschlieendem 60 miniitigem Koronarverschluss
eine statistisch signifikante Infarktgroenreduktion gegeniiber unpra-
konditionierten Schweineherzen ®**'. Am Kaninchenherzen wurde eine notwendige

52-54

minimale Ischdmie der Pridkonditionierung von zweimalig 2 bis 5 Minuten und

55,56

am Hund von 2,5 bis 5 Minuten ermittelt.

Das Schweine-Tiermodell mit einer alternierenden Ischdmie und Reperfusion am
Myokard wurde vor allem durch die Arbeitsgruppen Verdouw und Schaper °"%
entwickelt. Die Kurve der Versuchsserie der ischdmischen Prikonditionierung
zeigte eine deutliche Abflachung und somit Rechtsverschiebung der Infarkt-
groflenentwicklung. In den Féillen der IP-Protokolle von zweimalig 10 min

Ischdmie (CO)/30 min Reperfusion (RP) oder zweimalig 10 min/10 min CO/RP
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enstanden die ersten Myokardnekrosen im Zeitraum zwischen 30 und 40 Minuten
der folgenden Indexischdmie. Jedoch wurde mit Prdkonditionierung der
Spitzenwert der Vergleichskurve ohne IP auch nach 90 Minuten nicht erreicht,
wohingegen sich ohne IP ein 90 Minutenwert aufgrund der hohen, ad Exitum
fiilhrenden Myokardschédigungen, nicht ermitteln lief3 ®.

Das Ausgangsprotokoll der hier dargestellten Untersuchungen begriindete sich aus
den Erkenntnissen dieser fritheren Studien. Sie zeigten, dass die Ischdmietoleranz
des Schweineherzens durch kurze ischdmische Pulse von 10 miniitigen Koronar-
verschliissen und gefolgter Reperfusion von 10 Minuten am wirkungsvollsten
induziert werden konnte. Erkldrungen fiir dieses Verhalten sollten nun unter

anderem in der differentiellen Aktivierung der MAP-Kinasen gesucht werden ®%.

Man unterscheidet das IP-Phidnomens in ein “early” (first window) und ”late”
Preconditioning (second window), d.h. zum einen eine schnell einsetzende, aber nur
kurz anhaltende protektive Reaktion des Myokards mit Verlangsamung des Zell-
todes und zum anderen ein verzogertes Einsetzen der Protektion nach ca. 24 Stun-
den %%, Betrachtete man die spite Pridkonditionierung am Schwein, berichtete die
Arbeitsgruppe von Qiu et al. von einem massiven Unterschied der frithen Phase
gegeniiber der spidten. Wiahrend die Tiere, die einer frithen Prédkonditonierung
unterzogen wurden, signifikante Infarktreduktionen und schnelle Regulation post-
ischdmischer Dysfunktionen zeigten, konnte ein Effekt der spdten Phase nicht dar-
gestellt werden . Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse Takanos et al., die

eine Protektion der spiten Phase der Prikonditionierung feststellen konnten 7'

Der metabolische Hintergrund der ischdmischen Pridkonditionierung begriindet
sich in einer Anpassung des Zellstoffwechsels. Die Zelle reagiert mit einem
verminderten Energieumsatz widhrend der ischdmischen Situation. Beim
prikonditionierten Myokard wurde im Verlauf der nachfolgenden langen Okklusion
ein verminderter Abfall des myokardialen ATPs " und ein verringerter Anstieg des

t 73,74

Laktatspiegels beobachte

Die urspriingliche Definition der Pridkonditionierung, die einst allein die Ischédmie
als den auslésenden Reiz und die darauffolgend resultierende Infarktgrofe als

ihren Endpunktparameter benutzte, ist vielfidltig erweitert worden. Einfliisse wie
80-84

, zyklische

85-90

Hitzestress ¢, Tachykardiestress """°, Dehnungsreize, Endotoxine
Koronarflussvariationen und myokardprotektive Agentien wie Adenosin sind
weitere beispielhafte Stimuli der Prikonditionierung . Auch Stickstoffmonoxid
(NO), reaktive Sauerstoffspezies (ROS), IL-1, TNF-a und -f, 8-Opioid Rezeptor

Agonisten gehoren zu den IP-auslésenden Faktoren *''%,
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Andere Parameter der Resultatdokumentation sind neben der Infarktgrofle, die
Inzidenz von Reperfusionsarrhythmien, die Zeitspanne bis zum Wiedererlangen
kontraktiler Ventrikelfunktion, Koronarflussmessungen sowie die Messung
metabolischer Verdnderungen '®°. Betrachtet man die enzymatischen Effektoren
einiger genannter Stimuli, wie z.B die Cyclooxygenase-2 nach Prostaglandin- oder
NO-Gabe "7 die Aldose-Reduktase nach oxidativer Stress-, Zytokin- oder
Sauerstoffradikalaussetzung ' sowie den Mn-Superoxid-Dismutasegehalt des
Myokards nach IL-1B- oder TNF-a-Gabe, *"'%*' so wurden stets erhéhte Werte
dieser Enzyme nach IP festgestellt. Der Effekt von IP konnte somit durch Gaben
dieser Enzyme blockiert werden und wiederum durch spezifische Enzyminhibitoren

ausgelost werden.

Wie bereits erwidhnt sind tierartspezifische Unterschiede im Zustandekommen der
IP festzustellen, jedoch stellt die Prdkonditionierung einen nahezu ubiquitéir
vorkommenden protektiven Mechanismus dar. Zudem konnte im Laufe der Jahre
das Phinomen bei verschiedensten Sidugerspezies nachgewiesen werden "''*''?, Bei
Kaninchen, Meerschweinchen, Katzen, Ratten, Schweinen und Hunden sind die

114-119

Ergebnisse eindeutig , wahrend sich bei Mdusen kontroverse Ergebnisse finden

lassen 120123

Neben dem Herzen sind vor allem die grofBen Organsysteme im Hinblick der
Prikonditionierung untersucht worden. Vor allem das Gehirn **'*, die Leber '*¢'%,
die Nieren **32 der Gastro-Intestinaltrakt **'** und die Skelettmuskulatur *°**’

sind prdkonditionierbar.

Die ersten Studien der ischidmischen Prikonditionierung durch Noble * berichteten
iiber "resistente Tiere”, d.h. Tiere, die liber einen Zeitraum von 12-14 Tagen einem
schweren Schleuder-Trauma ausgesetzt wurden. Sie erschienen nach Wiederholung
des Traumas in jeder Hinsicht normal und zeigten keinerlei Anzeichen des Schocks
und wurden daher als Trauma-resistente Tiere bezeichnet. Der Vergleich zu nicht-
vorbehandelten Tieren war dramatisch. Diese Tiere iiberlebten die experimentelle
Traumatisierung nicht. Endogene Toleranz gegeniiber traumatischen Situationen
ist grofBtenteils reproduzierbar und eine Reihe von Untersuchungen haben
nachgewiesen, dass traumatischer oder endotoxischer Schock eine Toleranz
gegeniiber gleichen oder zum Teil auch anderen Stressoren induzieren kann. Janoff

[.'*® gebrauchten den Begriff "Preconditioning”, um das Phidnomen einer

et a
stressinduzierten endogenen Toleranz zu beschreiben. Er erforschte die molekular-
biologischen Vorgidnge der lysosomalen Enzymfreisetzung der Leber unter

Verwendung des Modell Nobles im Vergleich einer kortisonvorbehandelten Gruppe.
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Seit Janoff 1964 den Begriff Priakonditionierung erstmalig verwendete, wurde seine
Bedeutung mehrfach modifiziert und eingegrenzt. So benutzte Murry ¢ den Begriff
zur Beschreibung der alleinigen myokardialen Adaptionsfihigkeit. Hierbei
induzierte eine voriibergehende Ischdmie eine Protektion gegen nachfolgende
Verletzungen durch Ischdmie und Reperfusion. Die Arbeitsgruppe nahm dazu
Versuche an Hunden vor. Eine Ligatur der linken Koronararterie wurde gesetzt
und die Parameter, wie linksatrialer und arterieler Druck, Kollateralfluss, EKG
und Perikardtemperatur wurden dokumentiert. Es wurden verschiedene
Versuchsgruppen verglichen, indem die Effekte der Pridkonditionierungsprotokolle
aus jeweils vier Intervallen fiinf miniitiger Okklusion, alternierend mit fiinf
Minuten Reperfusion mit den Ergebnissen der jeweiligen Indexischdmie verglichen
wurden. Die Resultate zeigten deutliche InfarktgroBenreduktion der pridkon-
ditionierten Tiere. Ebenfalls auffillig waren die unterschiedlichen morphologischen
Charakteristika der Myokardinfarkte der Gruppen. So zeigten die Kontrolltiere
generalisierte, solide Infarkte, die sich von der subendokardialen Begrenzung des
anatomischen Risikogebietes nach endokardial erstreckten. Die priakonditionierten

Tiere wiesen dagegen nur vereinzelte punktformig-konfluierende Nekrosen auf.

Enorme Fortschritte im Verstdndnis des hochpotenten Schutzmechanismuses am
Herzen sind seit der Studie Murrys erzielt worden. Erstmals bei Hunden
beschrieben, konnte Ischemic Preconditioning inzwischen auch am menschlichen
Myokard gezeigt werden. Kloner sowie Andreotti beobachteten unabhingig
voneinander einen protektiven Effekt bei Angina pectoris-Patienten, sofern der
Anfall einem folgenden Infarkt 24 bis 48 Stunden vorausgegangen war ®'!%116:139-142
Anhand von Messungen der Kreatinkinase-Werte erhielt man den Hinweis eines
endogenen protektiven Mechanismus des menschlichen Myokards durch
Anginastress **'*1* Folgende ex vivo Untersuchungen von Yellon und seinen
Kollegen an isolierter Vorhoftrabekelmuskulatur erbrachten weitere Informationen
der ischdmischen Prikonditionierung am menschlichen Myokardgewebe '**. So
wurde bei Bypass-Patienten festgestellt, dass eine Phase voriibergehender Ischdmie
das Absinken des ventrikuldren ATP-Spiegels verhinderte und somit lebens-

bedrohliches Kammerflimmern nicht zu beobachten war.

1.2. Stimuli und Effektoren des IP-Signalweges

Die ndhere Erforschung des Phidnomens sowie letztlich seine therapeutische Nutz-
barmachung setzte jedoch eine strikte Trennung des Signalweges voraus. Das
bedeutete, dass die zelluldren Abldufe zum einen in den Abschnitt der

Informationsvermittlung von extra- nach intrazelluldr und zum anderen in den
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Transduktionsabschnitt der intrazelluldren Informationsweitergabe differenziert
werden mussten. Man unterschied also die membrangebunden Abldufe und
Strukturen von den zytosolisch und nukleidr lokalisierten Zellorganellen. In
vorhergehenden Studien der Wachstumsfaktoren-Signalvermittlung der IP konnte
ansatzweise gezeigt werden, dass die Signale, die bei Kurzzeitischdmie von der
Zellmembran ausgehen, im Zytosol weitergeleitet werden, hier ihren Signal-
kaskadenendpunkt erreichen oder iiber eine Hintereinanderschaltung von Kinasen
in den Zellkern vermittelt werden, um letztlich dort das Genom zur Gen-

145148 Der Vorgang der Gentranskription und die

transkription anzuregen
nachfolgende Translation der mRNA in ein funktionelles Protein dauern jedoch
ldnger an, als der Schutz durch IP vorhanden ist. Es ist daher anzunehmen, dass
die zytosolischen Kinasen nicht nur Transkriptionsfaktoren, sondern auch andere
zytosolisch lokalisierte Proteine phosphorylieren und aktivieren, die die Protektion
vermitteln. Es ist wahrscheinlich, dass Membranproteine oder auch Membran-
rezeptoren zu diesen Proteinen gehoren. Hierzu zidhlen Ionenkanéile oder
Ionenaustauscher, die nach Kurzzeitischdmie und Reperfusion den intrazelluldren
pH-Wert regulieren und damit die Ischédmieresistenz erhéhen kénnen. Experimente

162,1 .
62,163 im

der Kalzium- **'*2, Kaliumkanéle **'®* oder Natrium-Protonenaustauscher
Hinblick der IP erbrachten noch widerspriichliche Resultate. Die Differenzierung
der Kaliumkanile in die mitochondrialen und sarkolemmalen ATP-sensitiven
Kaliumkanilen, war Hauptbestandteil weiterer Untersuchungen °*6%70.86161,164-169,
Des weiteren werden die Inhibitoren des NHE (Natrium-Protonen-Austauscher) im
Setting des IP-Phidnomens diskutiert. Antiarrhythmische Effekte werden bei dieser
Substanzgruppe beschrieben, doch eine durch sie bedingte Kardioprotektion ist

noch umstritten '"°.

Die bislang wirkungsvollsten Stimuli des IP stellen die Aktivierungsstimuli des
Adenosin-Al-Rezeptors, des Bradykinin-B2-Rezeptors '"'"¢, des muskarinischen

M2-Rezeptors ' und der 5-Ectonucleotidase dar '"*'",

1.2.1. Die Rolle des Adenosin-Signalweges im IP-Phinomen

Verschiedene Autoren berichten von positiven Effekten des Adenosins hinsichtlich
des ischdmischen Myokards 87811218918 Dje protektiven Effekte des Adenosins
wiahrend Hypoperfusion resultieren aus einer folgenden Vasodilatation der
Koronararterien, was zu einer verbesserten Sauerstoffzufuhr fiithrt und eine negativ
inotrope Wirkung mit der Folge geringeren Sauerstoffverbrauches nach sich zieht.
Wihrend der Ischdmie fiihrt der myokardiale ATP-Verbrauch somit zu einer
Akkumulation des Nukleotids "%,
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Die kardialen Wirkungsmechanismen des Adenosins sind unterschiedlich aufgrund
der Existenz der zwei Rezeptorsubtypen Al und A2 '?. Pharmakologische
Antagonisten des Al-Rezeptors, nicht jedoch des A2-Rezeptors verhindern einen
Schutz durch IP. Stimulation des Al-Rezeptors mittels Adenosin sowie durch einen
selektiven Adenosin-Rezeptor-Agonisten fithren zu einer Ischdmie-Reperfusions-
Stress-Toleranz vergleichbar derer, die durch IP ausgelést werden kann '**. Der
Mechanismus der adenosininduzierten Protektion ist bei vielen Spezies,
einschliefllich des Menschen, an die Aktivierung der PKC und der K, p-Kanile
gebunden '0%155167.168,195-197 Baj der Ratte wird dabei allerdings die Bedeutung des
Adenosin-Signalweges von verschiedenen Autoren in Frage gestellt '8%186:198-200,
Versuche IP bei dieser Spezies durch Adenosin auszulésen blieben erfolglos. Der
al-adrenerge Signalweg scheint dagegen bei diesen Tieren der vorherrschende
Mechanismus zu sein. 419229122 Dije divergierenden Ergebnisse der Adenosin-
bedeutung konnten auf die unterschiedlichen Versuchsprotokolle hinsichtlich
Dosierung und Schweregrad des Stresses zuriickgefiithrt werden .

Die Rolle der al-Adrenorezeptoren im IP-Phidnomen ist ebenfalls noch nicht
gesichert. Es wird postuliert, dass eine voriibergehende Ischdmie vom Myokard
"wahrgenommen” wird und zu einer Freisetzung endogener Mediatoren fiihrt, die
dann wiederum Einfluss auf den zelluldren Stoffwechsel nehmen. Es wurde daher
angenommen, dass Norepinephrin in die rezeptorvermittelte Signaltransduktion
eingebunden ist, die schlieBlich zur Auslosung des IP fiihrt. Immerhin haben
frithere Studien bereits an Leber und Intestinum eine positive Einflussnahme des

Zellstoffwechsels bei Stress nachgewiesen *°*.

Die Rolle der oal-adrenergen
Stimulation durch Katecholamine bei IP wird durch die Beobachtungen
unterstiitzt, dass zum einen kurze Ischdmien die Norepinephrinfreisetzung fordern,
zweitens eine exogene Zugabe von Norepinephrin den Schutzeffekt von IP
stimuliert und drittens die Pridkonditionierung aufgehoben wird, sobald ein
selektiver al-adrenerger Rezeptorblocker vor oder nach der Kurzischidmie
verabreicht wird. Des weiteren fiihren ol-adrenerge Rezeptorblocker zur
Eliminierung des protektiven Effektes exogenen Norepinephrins und eine IP
dquivalente Protektion kann mittels selektiver al-adrenerger Stimulation durch

Phenylephrine auslést werden 38176205206

Diskussionsansatzpunkte beziiglich der unterschiedlichen Ergebnisse des
al-adrenergen Rezeptors im Zustandekommen von IP waren einerseits die
Resultate Banerjees et al.. Sie zeigten am Rattenherzen eine schnellere
Erholungsphase der postischdmischen kontraktilen Dysfunktionen des Myokards
nach Noradrenalingabe. Auch konnte Ischdmie-induzierte Protektion durch
Reserpin-bedingte Entleerung der prdsynaptischen noradrenergen Vesikel
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verhindert werden **°". Weselcouch et al. und Bugge et al. beobachteten ebenfalls
nach Reserpinvorbehandlung eine andauernde Protektion durch Ischidmie 2**?%, Am
Kaninchenherzen wiederum konnten Toombs et al. keine Protektion nach Reserpin-

vorbehandlung nachweisen 2'°.

Beim Menschen scheint zwar der Adenosin-Stimulationsweg der IP vorzuherrschen,

jedoch kommt auch der al-adrenerge Signalweg vor #3212,

1.2.2. Die Rolle des Kalziums im IP-Phinomen

Das Kalziumgleichgewicht wird durch verschiedene Signalwege aufrecht-

- . . .. 2 . .. .
150.151,158214216 - Tyje intrazelluldre Ca” -Konzentrationserhéhung wird als

erhalten
gemeinsamer Nenner von Ischdmie/Reperfusionsstress-bedingter Zelldysfunktion
und -tod angenommen. *'"***, Die postischdmische Dysfunktion reversibel geschi-
digter Myozyten sowie die irreversible letale Schiddigung stehen somit in

o ) 2 -
Zusammenhang mit einer erhohten Ca™-Konzentration "%,

Ein endogener myokardialer Schutzmechanismus benotigt folglich einen
Mechanismus, um diese zelluldre Ca®*-Konzentrationserhéhung zu verhindern. Alle
genannten Stimuli der Pridkonditionierung (Ischdmie, Adenosin, Norepinephrin)
erhohen die Ca”*-Konzentration, daher ist seine Rolle als Second messenger oder
intrazelluldrer Stressor des IP gesichert *>?2°??!  Dagegen wird IP durch eine
Blockade der L-type-Ca®*-Kanile mittels Verapamil verhindert und ein
voriibergehender préischdmischer Anstieg der Ca**Konzentration ahmt den Effekt

von IP nach %%,

1.2.3. Die Rolle des parasympathischen Signalweges im IP-Phinomen

Veroffentlichungen von Thornton und Yao et al. berichteten am perfundierten
Rattenherzen sowie am Hundeherz von einer Reduktion der Infarktgrofe durch
Stimulation des muskarinischen M2-Rezeptors mittels Carbachol oder
Acetylcholin,'""!8323,

Der Adenosinrezeptor und der muskarinische M2-Rezeptor sind dabei iiber ein
G;-Protein mit dem K,,-Kanal gekoppelt, sodass ihre protektive Wirkung iiber eine

Blockade der Kaliumkanéile gehemmt werden kann ***%*,

1.2.4. Die Rolle des Bradykinin-Signalweges im IP-Phinomen

Der Bradykinin-B2-Rezeptor am Schweine- und Rattenherz konnte durch Gabe des
spezifischen Bradykinin-B2-Antagonisten HOE 140 blockiert werden. Dies hatte

zur Folge, dass eine IP-induzierte InfarktgréBenreduktion verhindert wurde *****".
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Im Gegenzug konnte an Kaninchen und Hunden *****° durch die Gabe von
Bradykinin und von Ramiprilat, einem Hemmer des Angiotensin-Converting-

173,174,260

Enzyms (ACE), Protektion induziert werden

1.2.5. Die Rolle der Kaliumkanaile im IP-Phinomen

Unbeeinflusst von der vorherrschenden kontroversen Diskussion entdeckten Grofs
und Auchampach 1993, von Rohmann 1994 bestétigt, dass die ATP-abhéngigen
Kaliumkanéle wesentlich an der Vermittlung des Ischemic Preconditioning beteiligt
sind "8¢:155:159.160.261 ' Tyenn an den Spezies Schwein ***, Kaninchen '**%%%%¢ Hund '*°
sowie beim Menschen **" konnten reproduzierbare Experimente durchgefiihrt
werden. Der bisher unverstdndliche Anstieg der kardiovaskuldren Mortalitdt durch
orale Antidiabetika (K,mp-Kanal-Blocker: Glibenclamid) im Vergleich zu rein
didtetisch behandelten Diabetikern *°® konnte aufgrund der K, p-blockierenden
Wirkung des Antidiabetikums Glibenclamid erkldrt werden. Cleveland et al.
zeigten, dass das Mykord von Patienten, die mit K-,p-Kanal-Blockern therapiert
wurden, sich in anschlieBenden Versuchen nicht prédkonditionieren liessen. Hier
setzten die neuen Erkenntnisse hinsichtlich der physiologischen Unterschiede der
Kaliumkanéle der Zellmembran und der Mitochondrialmembran an '*,

1.2.5.1. Die physiologische Rolle der mitochondrialen K, ,-Kanidle am

Herzen

ATP-abhingige Kaliumkanéle verbinden den metabolischen Status der Myozyten
durch Verdnderung des Membranpotenzials, sie werden bei physiologischem
intrazelluldren ATP-Gehalt blockiert und éffnen sich bei fallendem ATP-Level *®.
Die Funktion der mitochondrialen K, p-Kanédle am Herzen besteht darin, dass
mitochondriale Matrixvolumen aufrecht zu erhalten. Das erhéhte Leistungsniveau
des arbeitenden Herzen mit achtfachen ATP- und Sauerstoffverbrauchswerten
bewirkt eine Aktivierung des mitochondrialen Elektronentransportsystems. Hierbei
werden intramitochondriale Protonen gegen Kaliumionen ausgetauscht und ein
Abfall des elektrischen Potenzials mit Depolarisation der mitochondrialen
Membran ist die Folge ?"°. Der Grad der Depolarisierung steht hierbei in direktem
Zusammenhang mit dem Anstieg der Kaliumioneneinschleusung. Von Garlid et al.
wurde vermutet, dass der Kaliumioneneinfluss der mitochondrialen K,p,-Kanéle
nur 5% der Gesamtkapazitdt ibernimmt. Andere Gruppen vermuteten hingegen,
dass die Offnung der mitochondrialen K, p-Kanile zu einer massiven Depolari-

sierung und einer sekunddren Reduktion der mitochondrialen Kalziumaufnahme

fUhI't 265,266,271,272
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1.2.5.2. Die Rolle der mitochondrialen K, ;p,-Kanile im IP-Phidnomen

Heute wird davon ausgegangen, dass die ATP-abhidngigen Kaliumkaniéle der
mitochondrialen Membran im Gegensatz zu den oberflachlich lokalisierten
sarkolemmalen ATP-abhéngigen Kaliumkaniélen, die entscheidenden Effektoren
der ischidmischen Prikonditionierung sind '#%?%2"2™ Bei préischdmischer Appli-
kation des selektiv sarkolemmalen K,;p-Kanal-Inhibitors ,HMR 1098 wurde im
Gegensatz zur mitochondrialen K, ,-Kanal-Blockade der kardioprotektive Effekt

der ischdmischen Prikonditionierung nicht beeinfluf3t "%,

Diazoxide sind selektive Offner der mitochondrialen K, p-Kanile. Sie besitzen eine
2000fach hohere Affinitdt gegeniiber den mitochondrialen als den sarkolemmalen

280281 Es wurde gezeigt, dass sich die herzschiitzende Wirkung der

Kanilen
Diazoxide vor allem durch Verbesserung der funktionellen Erholungsphase
isolierter Rattenherzen nach Einfluss von Ischdmie/ Reperfusion **® sowie Infarkt-

165,166 ynd Kaninchenherzen definierte 1%42%2, Anderer-

groflenreduktion von Ratten-
seits wurde mittels des pharmakologischen Blockers 5-Hydroxydecanoate (5-HD),
einem selektiven mitochondrialen K,p-Kanal-Inhibitor, der kardioprotektive Effekt

265,276,282 86,165,261,283

von Diazoxiden und der ischdmischen Pridkonditionierung

aufgehoben.

Glibenclamid dagegen ist ein Blocker sowohl der mitochondrialen als auch der
sarkolemmalen K,p,-Kanéle und wurde in Studien am Schwein ?**, Hund ?** und
Kaninchen ?* zur Blockade der myokardialen K, ,-Kanile verwendet. Auch hier
zeigte sich, dass sowohl die Herzschutzwirkung durch pharmakologische
K,p-Kanal-Offnung als auch ischidmische Prikonditionierung durch pra-
ischdmische Glibenclamidverabreichung partiell oder vollstidndig aufgehoben
werden konnten. Auch am pridkonditionierten menschlichen Herz wurde Kardio-
protektion durch aktivierte mitochondriale K,;,-Kanéle bestitigt 2*®. Der Zeitpunkt
der Applikation der pharmakologischen K, p-Kanal-Inhibitoren zeigte sich als
entscheider Faktor des protektiven Effekts. So mussten die Substanzen bereits vor
oder spitestens zu Beginn des Pridkonditionierungsprotokolls verabreicht werden,
um die Schutzwirkung aufzuheben 2*°. Eine Offnung der K, p,-Kanile bereits
wéahrend der Pridkonditionierung ist daher fiir die kardioprotektive Wirkung
notwendig *'.

So attraktiv das Konzept der K, p-Kanéle der IP auch erscheint, kann es nicht
dariiber hinwegtduschen, dass eine Reihe signifikanter Symptome der ischa-
mischen Prikonditionierung nicht erkldrt werden konnen, wie beispielsweise der
"Gedédchtnis-Effekt”. Daher waren Untersuchungen von intrazelluldren Protein-
kinasen, mit der Fadhigkeit Genmodulation zu bewirken, die unabweichliche
Konsequenz der Erforschung von IP.
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Abb. 1:  Schematische Darstellung des zelluldaren Mechanismus der ischamischen
Priakonditionierung (Protektion). RTK: Rezeptor-Tyrosinkinase; SarkK,p: sarko-
lemmale Kaliumkandle; MitoK,;p: mitochondriale Kaliumkandle; R: Rezeptor;
P: Phosphorylierungsstelle; ATP: Adenosin-Triphosphat; AMP: Adenosin-Mono-
phosphat; PLC: Phospholipase C; PLD: Phospholipase D; PKCe: Isoform epsilon der
Proteinkinase C; PIP2: Phosphatidyl-Inositol-Biphosphat; DAG: Diacylglycerol;

ROS: reactive oxygen species; NO: Stickstoffmonoxid; MAPKs: Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen.
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2. Proteinkinasen im Phanomen der ischamischen Pra-
konditionierung

Die Registrierung extrazelluldrer Signale verlduft in enger Assoziation mit der
Membran. Der Transport durch die Zellmembran kann entweder durch Diffusion,
gerichteten Transport oder untereinander vernetzte Reaktionskaskaden ablaufen.
Auf der Zelloberfliche befinden sich in die Membran integrierte Membran-
rezeptoren. Die Aktivierung erfolgt durch die Bindung eines Liganden nach dem
”Schliissel-Schloss-Prinzip”, d.h. spezielle Signale (Liganden) initiieren nach der
Bindung an den spezifischen Rezeptor einen Informationsfluss iiber Kaskaden ins
Zellinnere. Danach bedient sich die Zelle verschiedener, untereinander vernetzter
Signaltransduktionsmechanismen, die das Signal an der zytoplasmatischen Seite,
innerhalb des Zellinneren bis hin zum Zellkern weiterleiten. Es geschieht zum
einen uber Protein-Protein-Wechselwirkungen, wobei die Proteine in Form eines
Rezeptors, eines Adaptorproteins oder als Enzym vorliegen kénnen. Ein anderer
Weg der Signalvermittlung ist iiber intrazelluldre, niedermolekulare Botenstoffe
(second messenger), die im Verlauf der Signaliibertragung in spezifischen
enzymatischen Reaktionen gebildet werden und als Effektoren der nach-
geschalteten Proteinregulation fungieren **®. Diese beiden Wege der intrazellulidren
Signalvermittlung bedingen auch eine Aktivierung, d.h. Phosphorylierung von zell-
plasmatischen Proteinkinasen, zu denen die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPKs) gehoren **?2, Die Phosphorylierung eines Proteins ist eine spezifische
enzymatische Reaktion, bei der einem Protein, das als Substrat dient, eine
spezifische Proteinkinase zugeordnet wird. Die Proteinkinasen sind Phospho-
transferasen. Sie katalysieren die Ubertragung einer Phosphatgruppe von ATP auf
eine Akzeptor-Aminosdure im Substratprotein. Das Produkt der Protein-
phosphorylierung ist ein Phosphatester, der bei neutralem pH-Wert zwei negative
Ladungen trédgt. Von einem ungeladenen Aminosédurerest ausgehend, werden durch
die Phosphorylierung zwei zuséitzliche negative Ladungen im Substratprotein
erzeugt. Die Anderung des Ladungszustandes des Proteins in definierten
Strukturbereichen ist der entscheidende Aspekt der Proteinphosphorylierung und

der folgenden Konformationsdnderung 2**%%,

2.1. Proteinkinasen-Rezeptoren

Die sogenannten "Eintrittspforten”, die Empfangsstellen fiir eintreffende Signale,
die eine Reizweiterleitung durch die Phosphorylierungskaskaden von Protein-
kinasen erfahren sind von vielfiltiger Gestalt und Natur. Die Gewebeverteilung,
d.h. die Expression eines Rezeptors, ist auf spezifische Zelltypen im Organismus
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beschrénkt. Das Expressionsmuster wird durch regulatorische Elemente wie
Promotor und Enhancer beeinflusst. Es muss des weiteren ein aktivierender Ligand
im Gewebe verfiigbar sein, der an die extrazelluldre Region des Rezeptors bindet.
Die Antwort auf die Rezeptor-Aktivierung hédngt schlieBlich von intrazelluldren
Zielproteinen ab, die durch Phosphorylierungen aktiviert werden *%.

2.2.1. G-Protein-gekoppelte Transmembranrezeptoren

Die Liganden der G-Protein-gekoppelten Transmembranrezeptoren sind vor allem
die biogenen Amine wie das Adrenalin, Noradrenalin, Histamine und Serotonin.
Aber auch Peptide wie das Bradykinin, Bombesin und Thrombin sowie grofle
Glykoproteine (z.B. Parathormon) stellen Liganden dieser Rezeptoren dar. Dariiber-
hinaus werden auch sensorische Signale wie Licht von den G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren aufgenommen und in intrazelluldre Signale umgewandelt **’. Der
Transmembranrezeptor stellt ein integrales Membranprotein (Glykoprotein) dar,
d.h. er besitzt Strukturanteile, die die Membran durchspannen und als Trans-
membrandoméine bezeichnet werden. An sie anschlieend befindet sich eine

extrazellulire (ezD) sowie eine intrazelluére (zytosolische) Doméne (izD) %%,

Der extrazelluldr lokalisierte Proteinanteil enthélt die Ligandenbindungsstelle
sowie Glykolisierungsstellen, welche Anheftungsstellen fiir Kohlenhydratreste
darstellen. Die Struktur der extrazelluldren Doméne hidngt von der Anzahl und
dem Aufbau der Transmembrandoménen (tmD) sowie von den Untereinheiten-
strukturen des Rezeptors ab. Untereinheitenstrukturen kénnen weitere Peptide
bzw. Proteine sein, die sich tiber Disulfidbriicken oder nicht-kovalente Wechsel-
wirkungen assoziativ an die ezD oder izD binden und in homotropem (mehrere
identische Untereinheiten) oder in heterotropem Aufbau (unterschiedliche

Untereinheiten) vorliegen **.

Die tmD kann in monomerer Form (meist aus 20-25 iiberwiegend hydrophoben
Aminoséduren), aber auch dimere oder oligomere (aus bis zu 7 a-Helices zusammen-
gesetzt oder gebiindelt = 7a-Helix-Transmembranrezeptor) Formen besitzen. Thre
Aufgabe ist es, Signale an die zytosolische Domédne weiterzuleiten und eine
Fixierung des Rezeptors in der Phospholipid-Doppelschicht der Zellmembran zu

erzielen 30%3%,

Die Weiterleitung des Signals auf die Innenseite der Membran erfolgt zuerst iiber
die Bindung der genannten Liganden an die ezD. Die Bindung bewirkt eine

Konformationsdnderung des zuvor konformationell gespannten, bindungsinaktiven
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Rezeptors und tuberfithrt ihn in einen aktiven Zustand (Protein-Protein-
Wechselwirkungen). Dies geschieht in Form eines weiteren Signals an die
Innenseite der Membran, d.h. an die izD und an die nachgeschalteten Effektor-

36 Der Empfang 16st somit eine enzymatische Aktivitidt in der

proteine
zytosolischen Doméne aus, die dann weitere Reaktionen in den Effektorproteinen
bewirkt. Dies kann eine Aktivierung von G-Proteinen, die Bildung von sekundéren
Signalmolekiilen, eine Tyrosin-spezifische-Kinasen-Aktivitdtssteigerung, eine
Ser/Thr-Kinase-Aktivitdtssteigerung, die Bindung von Adaptormolekiilen sowie die
Aktivierung (Offnung) von Ionenkanilen sein. Ebenfalls trigt die zytosolische
Doméne wichtige Sequenzsignale, die fiir eine kurz- oder lidngerfristige Regulation
der Rezeptoraktivitdt verantwortlich sind (Prinzip der Desensibilisierung). Es
handelt sich hierbei vor allem um Proteinsequenzen wie Ser/Thr- oder Tyr-Reste,
die eine Phosphorylierung des Rezeptors durch Proteinkinasen (Proteinkinase C

oder cAMP-abhéingige Proteinkinase A) erméglichen *”".

Die G-Proteine gehoren zu der Familie der regulatorischen GTPasen, die mit ihren
mehreren hundert Mitgliedern, wiederum durch die Existenz verschiedener
AS-Sequenzen, Molekulargewichte und Untereinheitenstrukturen, in weitere
Superfamilien unterteilt werden **®. Hierzu gehoren die Familie der heterotrimeren
G-Proteine, die Ras/GTP-Superfamilie sowie die Familie der Initiations- und

Elongationsfaktoren 2%,

2.2.2. Heterotrimere G-Proteine

Heterotrimere G-Proteine stellen die spezifischen Reaktionspartner der bereits
besprochenen 7 a-Helices-Transmembranrezeptoren dar **?. Das charakteristische

Strukturmerkmal der G-Proteine ist ihr Aufbau aus drei Untereinheiten 3143%,

Es kann die groBle a-Untereinheit (39-46 kDa) von einer -Untereinheit (37 kDa)
und einer y-Untereinheit (8 kDa) *'® differenziert werden. Die Untereinheiten
weisen eine grofle Diversitiat zwischen den Spezies auf und ihr Vorkommen ist auf
spezifische Gewebetypen beschriankt. Eine assoziative Verankerung der
a-Untereinheit (an ihrem N-Terminus) und des fy-Komplexes (am C-Terminus der

y-Untereinheit) mit der Membran erfolgt iiber Membrananker 738,

Die hauptséchliche Funktion der Signaliibertragung, d.h. der Sitz der GTPase, wird
von der a-Untereinheit iibernommen **°. Die GTPasen binden und hydrolysieren
GTP und iiben dabei eine Schalterfunktion aus. Schalterfunktion bedeutet hier den
zyklischen, unidirektionalen Ubergang zwischen einer aktiven GTP-gebundenen
Form in eine inaktive GDP-gebundene Form **°. Die a-Untereinheit erlangt wie
bereits beschrieben durch den Austausch von GDP gegen GTP und durch
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Dissoziation der kleinen Untereinheiten  und y ihren aktiven Zustand und 16st sich
schliellich aus dem Komplex mit dem Rezeptor. Die freie a-Untereinheit stellt
somit die aktivierte Gg-GTP-Form des G-Proteins dar und trdgt das Signal
weiter %2, Der aus dem Komplex entlassene Rezeptor kann noch weitere inaktive
G-Proteine aktivieren, wodurch eine Amplifikation des Signals erreicht wird. Die
Wechselwirkung von Gg-GTP mit dem zugehorigen Effektormolekiil fihrt zu
dessen Aktivierung und somit zur Weiterleitung der Signaliibertragungskette **.
Die Bindungsstellen fiir den Effektor und fiir den fy-Komplex iiberlappen sich zum
Teil, sodass die Bindung und schliefllich die Aktivierung des Effektormolekiils erst
dann erfolgen kann, nachdem der Py-Komplex abdissoziiert ist. Der freigesetzte
By-Komplex kann ebenfalls an der Signalleitung teilnehmen, indem er an ein ihm
zugeordnetes Effektormolekiil bindet und dies fiir eine weitere Signalleitung
aktiviert. Seine Aktivierung erfidhrt der Komplex allein durch die Freisetzung aus
dem inaktiven Gg-GDP-py-Komplex ??*. Die Ga-Untereinheit fungiert hier als
negativer Regulator, indem sie den Wechselwirkungsbereich des fy-Komplexes fiir
t 325

nachgeschaltete Effektormolekiile maskiert °*°. Spezifisch dem py-Komplex zu-

geordnete Effektoren sind Subtypen der Phospholipase C, die Adenylatzyclase, die

B-adrenerge Rezeptorkinase sowie K*-Kaniile ¢,

Die Termination der Signaliibertragung auf der Ebene der G-Proteine wird durch
die Hydrolyse von GTP erzielt. Die Uberfithrung des aktiven Zustandes in den
inaktiven erfolgt durch Hydrolyse des gebundenen GTPs durch eine intrinsische
GTPase. Dieser Zyklus der GTPasen wird zum einen durch Signale der Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktoren und zum anderen durch den kontrollierenden
Eingriff von GTPase-aktivierenden-Proteinen (GAPs) und G-Nucleotid-Dissozia-
tions-Inhibitoren (GDIs) intrinsisch mitbestimmt ***?°. In der nun inaktiven, an
GDP gebundenen Form, besitzt die a-Untereinheit eine starke Affinitdt zum
By-Komplex, sodass durch Assoziation der drei Untereinheiten der heterotrimere
Grundzustand des G-Proteins wieder hergestellt wird **°.

Des weiteren ist die Existenz von GTP-Analoga zu nennen, die von den GTPasen
nur langsam oder iiberhaupt nicht hydrolysiert werden kénnen. Somit kann es zu
einer permanenten Aktivierung des Signaliibertragungsweges kommen, wobei der
primére Signalweg blockiert wird. Im einzelnen sind GTP-Analoga: GTPyS,
B,y-Methylen-GTP und f,y-Imino-GTP %',

2.2.2.1. Effektormolekiile des Ggo-GTP-Proteins

Die aktivierten G-Proteine geben das Signal an folgende Effektormolekiile weiter:

1. Adenylatzyklase, Guanylatzyklase

2. Phospholipasen
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Die Aktivierung dieser Enzyme fiihrt zu Konzentrationsdnderungen diffusibler
Signalmolekiile. Hierzu gehoren cAMP, cGMP, Diacylglycerol, Inositol-Triphosphat
und Ca®*, die wiederum weitere spezifische Reaktionen auslésen. Intrazelluldre
Botenstoffe konnen in ortspezifischen enzymatischen Reaktionen rasch und in
groflen Mengen gebildet und wieder schnell entfernt werden, d.h. inaktiv werden.
Sie kénnen auBerdem, wie im Beispiel von Ca®, in Speicherorganellen gespeichert

werden und so durch ein eintreffendes Signal schnell freigesetzt werden %2,

zu 1.) Die Adenylat-Zyklasen sind die Katalysatoren der 3,5-cyclischen-AMP-
Bildung (cAMP) aus ATP. Der Bildung steht der Abbau des cAMP, d.h. die
Inaktivierung durch Phosphodiesterasen gegeniiber ***.

Die Adenylat-Zyclase selbst ist ein Transmembranprotein, welches aus zwei
Transmembrandominen besteht, die je einen zytoplasmatischen N-terminalen
Abschnitt besitzen. Die Struktur-Funktionsanalyse der Adenylat-Zyclase zeigte,
dass die ATP-Bindung und die enzymatische Aktivitdt der cAMP-Synthese in den
zytosolischen Doménen lokalisiert sind. Sie sind auch die Strukturelemte, die mit
der a-Untereinheit der G-Proteine in Wechselwirkung treten ***.

In der Literatur sind bis zu acht verschiedene Adenylat-Zyklasen beschrieben. Sie
weisen hohe Sequenzhomologien auf, doch bewirkt die Vielfalt ihrer aktivierenden

Signale oftmals eine gegensiitzliche Regulation #*>%%,

Die Existenz verschiedener Subtypen der Adenylat-Zyklasen und deren unter-
schiedliches Regulationsmuster lassen vermuten, dass den einzelnen Subtypen in
verschiedenen Zellkompartimenten und Geweben spezifische Aufgaben zukommen,

die jeweils einem definierten Regulationsprozess unterworfen sind 7.

Das cAMP hat als eines der zentralen Botenstoffe die Aufgabe, Proteinkinasen zu
aktivieren. Es handelt sich dabei vor allem um die Proteinkinasen A. Des weiteren
reguliert cAMP die Ca®" Passage durch Kationenkanile. In analoger Weise wie
cAMP wird das ¢cGMP aus GTP unter Katalyse einer Guanylatzyclase gebildet.
cGMP bewirkt ebenfalls die regulative Aktivierung ihr abhéngiger Proteinkinasen.
Die cGMP-abhingigen Proteinkinasen besitzen vergleichbare Strukturelemente wie
die Proteinkinase A #*333%3%0 (Apb. 2).

zu 2.) Eine weitere Klasse von Effektormolekiilen, die eine Aktivierung durch
G-Proteine erfahren, sind die Phospholipasen des Types Al, A2, C (Ca, Cp) und
D 3% Sje besitzen enzymatische Fihigkeiten, Phospholipide zu spalten %%, Die
katalytische Spaltung von Phosphatidyl-Inositol-4,5-Biphosphat in die beiden
Botenstoffe Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (PtdIns-P;) ist in
der hier dargestellten Thematik eine Schliisselreaktion der Phospholipase C. Sie
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sind beide intrazelluldre Botenstoffe, wobei DAG mit seinem hydrophoben
Charakter membranlokalisiert ist. Es gelangt durch Diffusion in der
Plasmamembran zu membranassoziierten Effektorproteinen und reguliert dort
deren Aktivitdt. Die zwei Funktionen des DAG-Signalmolekiils ist zum einen die
Freisetzung von Arachidonsdure und folgend die Biosynthese der Prosta-
glandine **°. Die zweite Funktion und in Hinsicht der MAPK-Regulation die
wichtigere, ist die Stimulation der Proteinkinase C (PKC). Das hydrophile
PtdIns-P3 ist nach Abspaltung als Signalmolekiil wirksam. Es bewirkt dort seine
priméire Signalfunktion, d.h. die Mobilisierung von Ca** aus Speicherorganellen des
endoplasmatischen Retikulums. Nach der Bindung an seinen Rezeptor, einem
Liganden-gesteuerten Transmembranprotein mit der Funktion eines

Kalziumkanals, 6ffnet sich dieser unter weiterer komplexer Zusammenwirkung von
Ca*, Mg und ATP ?* (Abb. 2)

2.3. Serin/Threonin-spezifische Proteinkinasen

Von den iiber 1000 bekannten Proteinkinasen sind die Ser/Thr-spezifischen und
Tyr-spezifischen Enzyme am besten charakterisiert **” und gehoren zu den
hauptsidchlichen Effektor-Kinasen der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion.
Die Ser/Thr-spezifische Proteinkinase verestert einen Phosphatrest der alkoho-
lischen Gruppe der Ser- und Thr-Reste unter Bildung von ADP aus ATP.
Tyr-spezifische Proteinkinasen dagegen erzeugen einen Phosphatester mit der
phenolischen OH-Gruppe von Tyr-Resten. Die Phosphorylierungsstelle eines
Substratproteins am Ser/Thr-Rest wird durch zwei Determinanten charakterisiert.
Es ist zum einen die Aminosdurensequenz in der Nachbarschaft der Phosphory-
lierungsstelle und zum anderen die Zugédnglichkeit zum Ser/Thr-Rest. Die
Sequenzen der Phosphorylierungsstellen zeigen kaum Sequenzhomologien, d.h.
eine gemeinsame Konsensussequenz fiir alle Ser/Thr-Proteinkinasen ist nicht
vorhanden, doch ist dies aufgrund der hohen Anzahl und Variabilitédt, d.h. der
Unspezifitdt der Substratproteine auch nicht zu erwarten. Es ist weiterhin
festzustellen, dass in vielen untersuchten Phosphorylierungssequenzen mehrere
Ser/Thr-Reste vorkommen, sodass eine multiple und kooperative Phosphorylierung

in einem Sequenzabschnitt moglich ist **%.
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Abb. 2: Funktion und Bildung intrazellularer Botenstoffe im Signalweg der
Tyrosinkinase-Rezeptoren, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und Phospholipasen.
PKC: Proteinkinase C; Ras: Schaltstellen Protein (erstmals im Rous Sarkom Virus
isoliert); c-Raf-1: zytoplasmatische Proteinkinase (erstmals im murinen Leukimie
Virus entdeckt); MAPKs: Mitogen-aktivierte Proteinkinasen; @: aktivierender
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Inhibition der Proteinkinasen durch Bindung spezifischer Strukturelemente eines
Inhibitorproteins konnte bei fast allen Proteinkinasen beobachtet werden. Das
aktive Zentrum der Kinase wird hierbei durch Bindung eines struktur-
komplementédren Substratproteins (Pseudosubstrat) blockiert. Dieser Mechanismus
wird als intrinsische Regulation bezeichnet. Ist der Inhibitor selbst Teil der
Proteinkinase, bezeichnet man den Vorgang als Autoinhibition. Durch das Fehlen
des Phosphatakzeptors im Pseudosubstrat erfolgt jedoch keine Phosphorylierung.
Die Inhibition wird dann aufgelost, sobald ein externes aktivierendes Signal der
Proteinkinase eintrifft. Dies kann z.B. ein Phosphorylierungssignal oder die
Bindung eines Botenstoffes an das Inhibitorprotein sein.

Die Klassifizierung der Ser/Thr-spezifischen Proteinkinasen erfolgte 1991 durch

Hunter und zeigte erstmals eine Aufstellung aller wichtigen Subfamilien 4%

1. durch cyclische Nukleotide regulierte Proteinkinasen
1.1. cAMP-regulierte Proteinkinase A (PKA)
1.2. cGMP-regulierte Proteinkinasen

2. Diacylglycerol-regulierte Proteinkinasen

Proteinkinase C (PKC) und ihre weitere Unterteilung in
o, BL PIL, v, O, €, C, M, v, L, A und u-Isoformen (Subtypen).

3. Kalzium/Calmodulin regulierte Proteinkinasen
3.1. y-Untereinheiten der Phosphorylase-Kinase
3.2. Myosin Light Chain Kinase
3.3. Ca**-Calmodulin abhéngige Proteinkinase II

4. Ribosomale S6-Proteinkinase

5. PB-adrenergische-Rezeptorkinase

6. Casein-Kinase I

7. Glycogen-Synthase-Kinase

8. CDCDZ2-Kinasen

9. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKs), Kinasen mit zweifacher
Spezifitit, da sie sowohl Ser/Thr- als auch Tyr-Reste phosphorylieren kénnen.

10. Mos/Raf-Proteinkinasen
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Aufgrund der Beteiligung der PKA, PKC und Mos/Raf-Kinasen in der
Phosphorylierungskaskade der hier untersuchten MAPKs werden nur diese
Kinasen beispielhaft ndher beschrieben.

2.3.1. Proteinkinase A (PKA)

Die Struktur der Proteinkinase A besteht aus einem kleineren p-Faltblatt-
strukturanteil und einem groéferen, hauptsdchlich a-helikal strukturiertem
Lappen. Beide sind flexibel miteinander verbunden. Der Bereich zwischen den
beiden Anteilen stellt die ATP- und Substratbindungsstelle dar und transferiert

nach Bindung des ATPs in das Innere des Proteinkinasemolekiils *°*3%°,

Thre Aktivitdt wird durch das cAMP reguliert, in Abwesenheit von cAMP liegt sie
inaktiv in der Struktur eines Tetramers, bestehend aus zwei regulatorischen (R9)
und zwei katalytischen Untereinheiten (C9) vor. Um eine Aktivierung der Kinase
zu erzielen, muss die Konzentration von cAMP ansteigen, sodass das inaktive
Holoenzym (C2R2) seine noch maskierte katalytische Bindungsstelle freigeben
kann. Dies geschieht dadurch, dass cAMP durch die Bindung an die
R-Untereinheit, eine Dissoziation der beiden R-Untereinheiten als dimere Form
bewirkt. Die beiden katalytischen Untereinheiten liegen nun als Monomere vor und
sind in dieser Form aktiv, d.h. die Affinitdt zum Proteinsubstrat und zu ATP ist
erhéht ***. Der Vorgang der Aktivierung der PKA ist oftmals mit dem Wechsel der
Lokalisation innerhalb der Zelle verbunden. Es konnen Translokationen der
katalytischen Untereinheiten vom Golgi-Apparat iiber das Zytosol in den Kern
beobachtet werden. Eine Assoziation und Bindung (iiber A-Kinase-Ankerproteine)
zum Zytoskelett ist ebenfalls bekannt **°. Die physiologischen Funktionen der
Proteinkinase A sind vielfdltig. Sie ist u.a. an der Regulation des Glycogen-,
Glukose- und Lipidstoffwechsels beteiligt. Ihre Rolle im Phidnomen der
ischdmischen Pridkonditionierung ist nicht eindeutig gekldrt. Eine
PKA-Abhéngigkeit der MAPK-Aktivierung im protektiven Mechanismus der IP ist

jedoch nicht nachzuweisen %%,

2.3.2. Proteinkinase C (PKC)

Die Proteinkinase C besitzt in ihrer aktivierten Form, durch die Bindung an
RACK-Proteine (= Rezeptoren fiir die aktivierte Kinase C), eine
membranassoziierte Lokalisation **°. Die Translokation aus dem Zytosol in die
Membran geschieht mit Hilfe eines transienten Anstieges ihrer hydrophoben
Cofaktoren, wie den Phospholipiden (z.B. Phosphatidylserin), Diacylglycerol bzw.
Phorbolesterin **"**, Ansonsten besteht zwischen membran- und zytosolgebundener



-32 - II. Literaturiibersicht

Form ein dynamisches Gleichgewicht. Die RACK-Proteine binden einen
Strukturabschnitt der PKC, der weder das katalytische noch die
Substratbindungsstelle blockiert, sodass die PKC schnell und ohne grofleren
Eingriff in die katalytische Aktivitédt gezielt an die Membran herangefithrt und

verankert werden kann %!,

Ein eindeutiges Charakteristikum der PKC ist ihre Aktivierung durch Phorbolester
(TPA = Tetradecanoyl-Phorbol-Acetat; PMA = Phorbol 12-myristate 13-acetat) 2°%%,
Die gesteigerte Aktivitdt der Kinase durch den Zustand von Ischdmie und
Reperfusion dezimierte sich auf die selektive Aktivierung der Isoformen & und
n 2% Vor allem die PKCe bedingt das kardioprotektive Potenzial der Kinase, das
durch verschiedenste Formen der pharmakologischen Pridkonditionierung sowie der
NO-bedingten Pridkonditionierung zustande kommt. Ihre Funktion ist
breitgefiachert, sie ist an einer Vielzahl von zelluldren Prozessen wie
Proliferationsregulationen und Differenzierungsprozessen beteiligt. Die bereits
erwihnten 12 Subtypen zeigen die groBe Heterogenitit der Kinase auf ***. Die
unterschiedliche zelluldre Lokalisation und Aktivierbarkeit durch ihre Cofaktoren,

die verschiedenen Funktionen und Substratproteine machen dies aus ***%%,

Die Primérstruktur der Kinase ist eine Polypedtidkette, ihr Molekulargewicht liegt
je nach Subtyp zwischen 68-83 kDa ?°®. Die Polypeptidkette trennt sich in einen
C-terminalen Abschnitt, in dem sich die katalytische Doméne befindet, und in einen
N-terminalen Abschnitt mit Sitz der regulatorischen Doméne auf. Der C-Terminus
besteht aus vier C-Untereinheiten, wobei C1 mit zwei Cysteinresten fiir die
Bindung von PMA verantwortlich ist. C2 bindet Ca®**, C3 und C4 besitzen
Bindungssequenzen fiir ATP und das Substratprotein **’.

Von den vielen Substratproteinen der PKC sind die MARCKS-Proteine
charakteristische und vor allem spezifische Substratproteine der sonst wenig
substratspezifischen PKC. MARCKS steht fiir myristoyliertes, Alanin-reiches
C-Kinase Substrat. Sie sind Proteine, die nach Proteinkinase C-vermittelter
Phosphorylierung durch Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts an Vorgédngen
wie Zellmobilitdt, Sekretion, Membrantransport und Regulation des Zellzyklus
beteiligt sind *%**%. Weitere Substrate der PKC sind z.B. der Epidermal-Growth-
Factor-Rezeptor, ein inhibitorisches Protein des Transkriptionsfaktors NF«xB
(=IkB), ein Nat/H*-Austauschprotein, verschiedene Tyrosinkinasen (vor allem
Isoenzyme der Src- und Lck-Subfamilie), die Serin-Threoninkinase Akt, die Raf-
Kinasen, mitochondriale und sarkolemmale ATP-sensitive Kaliumkanéle sowie
Transkriptionsfaktoren des AP-1-Komplexes *?". Es koénnen sowohl
PKC-abhingige als auch PKC-unabhingige Wege der MAPK-Aktivierung

aufgezeigt werden *"*3™,
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Die Bedeutung der Proteinkinase C im Zustandekommen der protektiven Wirkung

375-377 und am

von IP ist ebenfalls kontrovers. An der Ratte *¢*"?* am Kaninchen
Meerschweinchen ™ fithrt eine Hemmung der PKC zum Verlust der protektiven
Wirkung von IP. Die Aktivierung der Proteinkinase durch PMA induziert dagegen
Protektion. Am Hunde- *” und am Schweinemyokard **° fithrte eine Aktivierung
bzw. Hemmung der PKC jedoch nicht zur Protektionsvermittlung respektive

-blockade.

2.3.3. Ser/Thr-spezifische Proteinphosphatasen

Die Termination der Ser/Thr-Proteinkinasen-vermittelten Signale erfolgt durch
spezifische Protein-Phosphatasen, die die unter physiologischen Bedingungen sehr
stabilen Phosphatester an den Ser/Thr-Resten abspalten.

Im S&dugetier sind vier veschiedene Ser/Thr-Phosphatasen zu unterscheiden. Es
sind die Proteinphosphatasen (PP) 1, 2A, 2B und 2C. Sie liegen als Heterodimere
vor und sind untereinander in hohem Mafle strukturhomolog. Sie weisen lediglich
Unterschiede in der Substratpriferenz und in der Art ihrer Regulation auf *'.

Proteinphosphatasen sind eine Art dualer Kontrahenten” der Proteinkinasen. Sie
terminieren oder schwichen deren Signalvermittlung, konnen aber auch durch
Dephosphorylierung eines Signalproteins das Signal der Kinase verstédrken. Daher
ist es von essentieller Wichtigkeit, dass es im Verlauf einer Signalvermittlung ein
koordiniertes und abgestuftes Zusammenwirken der Proteinkinasen und -phospha-
tasen gibt ®*?>. Ein spezifisch inhibierendes Agens der Proteinphosphatase 2A ist
Okada-Siure (okadaic acid) *****. Es konnte eine protektive Wirkung des Inhibitors
im ischdmischen Myokard sowie der ischdmischen Prikonditionierung festgestellt

werden.

2.4. Rezeptor-Tyrosinkinasen

Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren (Proteinhormone) stellen extrazellulédre
Signale dar, die durch Bindung an Transmembranrezeptoren mit intrinsischer
tyrosinspezifischer Aktivitdt oder einer assoziierten Tyrosinkinaseaktivitédt die
intrazelluldare Signalleitung der MAPKs-Wege aktivieren. Charakteristisch ist der
Aufbau der Rezeptor-Tyrosinkinase, bestehend aus einer extrazelluldren, einer

transmembranen und einer intrazelluldren Tyrosinkinasedoméne.

Intrinsische Tyrosinkinaseaktivitdt bedeutet, dass die Ligandenbindungsdoméne
und die Tyrosinkinase Teil eines Rezeptorproteins sind. Wogegen der Rezeptor mit
einer assoziierten Tyrosinkinase-Aktivitdt das Signal an eine Tyrosinkinase
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weiterleitet, die nicht intrinsischer Teil des Rezeptors ist, sondern permanent oder
transient an die zytoplasmatische Rezeptordoméne assoziiert ist %,

Die extrazelluldre und die transmembrane Doméne iiberspannen die Zellmembran
im inaktiven Zustand als Monomere. Durch ligandeninduzierte Dimerisierung
werden zwei der inaktiven Monomere aktiviert. Sie sind dann in der Lage, sich
gegenseitig zu phosphorylieren und die Phosphorylierung weiterer zytoplasma-

tischer Proteine anzuregen **"%%,

24.1. Liganden des Rezeptors mit intrinsischer-tyrosinspezifischer
Aktivitit

e Platelet Derived Growth Factor; PDGF

* Epidermal Growth Factor; EGF

* Transforming Growth Factor, TGF-o und $1-3
* Insulin-like Growth Factor; IGF-1 und -2

* Fibroblast Growth Factor; FGF 1-4

Dies sind einige Beispiele der Wachstumsfaktoren, die als Folge der Tyrosin-Phos-
phorylierung die Teilungsaktivitéit, Differenzierung und Morphogenese von Zellen
mitregulieren. Das urspriingliche Charakteristikum der Entdeckung der Wachs-

tumsfaktoren war die Fihigkeit, die Teilung kultivierter Zellen anzuregen %%,

Fantl et al. beschrieben mehr als 50 Mitglieder der Rezeptortyrosinkinasenfamilie,
die wiederum nach ihren Ligandenspezifitidten in weitere Subfamilien unterteilt
werden **°. Ullrich und Schlessinger klassifizierten die Subfamilien anhand der
Sequenz- und Strukturunterschiede der Ligandenbindungsdoméne. Sie zeigten die
Unterteilung in vier Klassen. Klasse I-Rezeptoren besitzen zwei cysteinreiche
Sequenzen im extrazelluldren Teil **2. Beispielhaft fiir diese Klasse ist der Rezeptor
des "Epidermal Growth Factors”. Klasse II-Rezeptoren stellen die einzige
Rezeptorklasse dar, welche immer als Dimer vorliegt. Sie bestehen aus je zwei
o-und pB-Untereinheiten, welche iiber extrazelluldre Disulfidbriicken zusammen-
gehalten werden. Als Beispiel fiir diese Rezeptorklasse dient der Insulinrezeptor **.
Charakteristisch fiir Rezeptoren der Klassen III und IV sind immunglobulin-
dhnliche, extrazelluldre Domédnen, deren Struktur durch Disulfidbriickenbildung
zwischen Cysteinresten einer spezifischen Abfolge stabilisiert werden. Klasse I11-
Rezeptoren besitzen fiinf, Klasse IV-Rezeptoren drei dieser immunglobulin-
dhnlichen Doméinen. Beide Rezeptorklassen kennzeichnet aulBerdem ein
sogenanntes “kinase-insert”, welches die Tyrosinkinasedoméne in zwei Teile unter-
teilt. Beispielhaft fiir Klasse III-Rezeptoren ist der "Platelet Derived Growth Factor
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Receptor (PDGF-Rezeptor)” %4 fiir die Klasse IV-Rezeptoren der ”Fibroblast
Growth Factor Receptor (FGF-Rezeptor)”. In die Klasse V der Tyrosinkinase-
Rezeptoren sind die Rezeptoren der Neurotrophine einzuordnen, beispielhaft ist der
Rezeptor TrkA des ,Nerve-Growth-Factors“ (NGF) zu nennen ***%* (Abb. 3).

Beispielhaft fiir die Signaltransduktion, die von Rezeptor-Tyrosinkinasen ausgeht,
wird die FGF-Rezeptor-Kaskade (FGFR-1) beschrieben. Hier ist der Signalverlauf
iiber die Ras-Raf-ERK-Kaskade gesichert **’. Die intramyokardiale Applikation von
b-FGF bewirkte im hier beschriebenen Schweinemodell eine kardioprotektive
Wirkung, dhnlich der ischidmischen Prikonditionierung *?%, Zytoprotektive
Wirkungen des Wachstumsfaktors bei zerebraler Ischdmie konnten bereits in
verschiedenen Tiermodellen dargestellt werden.

IV \Y

I 11 111
‘ ‘

< Kinase
Insert

Abb. 3: Lineare Darstellung der Domdanenstruktur einiger Rezeptor-
Tyrosinkinasen nach der Klassifizierung von Ullrich & Schlessinger (1990).

@@ Aspartat und Glutamat-reiche Doméane

[ Cystein-reiche Domane
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> Immunglobulin-dhnliche Doméne
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FGFs wirken mitogen auf Fibroblasten, Neuroektodermalzellen, Kapillar- und
Endothelzellen. Den FGF-Faktoren werden in vivo physiologische wie auch
pathologische Funktionen zugesprochen *°*°?, Spezifische Mitglieder der FGF
Familie sind intrazelluldre Schliisselmolekiile wiahrend der embryonalen, fetalen
und juvenilen Entwicklung *®. Im Speziellen sind sie dafiir verantwortlich, dass
wéhrend der frithen embryonalen Entwicklung eine Segmentierung des Mesoderms
stattfindet ****®®, Sie spielen auBerdem eine entscheidende Rolle bei der Glied-
massenentwicklung und sind dariiberhinaus durch ihre Wirkung auf Endothel-
zellen wesentlich an der Entwicklung des GefiBsystems beteiligt ****°". Rezeptor-
gekoppelte FGF-Signale regulieren die Mitogenese und das Uberleben von
embryonalen Myozyten der frithen Kardiogenese ****”, Weiterhin ermdoglicht die
Aktivierung des FGFR-1 den Signalweg des Neuritenwachstums und stimuliert die
Bildung von Blutzellen. Andererseits sind sie an der diabetischen Retinopathie, der
rheumatoiden Arthritis und am Tumorwachstum beteiligt *'*''. Daher ist es von
besonderer Wichtigkeit, die Moglichkeit der FGF-Beteiligung in der Angiogenese,
am Wundheilungsprozess, an der Infarktentstehung und an GefédBerkrankungen zu

betrachten **.

Die Liganden, d.h. die Wachstumsfaktoren, liegen héaufig wie beschrieben in homo-
oder heterodimerer Form vor, sodass eine Bindung an einen homo- bzw.
hetrodimeren Rezeptor notwendig ist. Die Tyrosinkinase-Doméne der Rezeptor-
Tyrosinkinase wird durch eine multiple Ligandenbindung aktiviert, die zur
Oligomerisierung des zuvor dimeren oder monomeren Rezeptors fithrt *'*. Eine
Autophosphorylierung oder die Phosphorylierung von Substratproteinen ist die
Folge. Die Substratproteine (Effektorproteine) des Rezeptors konnen durch die
Phosphorylierung eine enzymatische Aktivitidt erlangen oder auch als Adaptor-
proteine wirksam werden *'**'*, Die Funktion eines Adaptorproteins ist es, weitere
Signalproteine zur Zellmembran bzw. zum aktivierten Rezeptor zu bringen und
somit Teil des Signalkreislaufes zu werden. Unter Autophosphorylierung versteht
man zum einen die Autoaktivierung der Tyrosinkinase selbst. Dies geschieht durch
Phosphorylierung der Tyrosinreste, die in der Nidhe oder direkt im aktiven Zentrum
der Kinase lokalisiert sind. Zum anderen werden durch die Autophosphorylierung
neue Tyrosinreste geschaffen, die wieder Bindungsstellen fiir nachgeschaltete
Effektormolekiile darstellen **°.

Das Zusammenspiel von FGF (Ligand), Rezeptor und Heparansulfatproteoglykanen
(HSPGs) ist verantwortlich fiir die Aktivierung und beginnende Signaliibertragung.
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Nachdem der Ligand gebunden hat, dimerisieren 2 Rezeptormolekiile. Diese
Dimerisierung aktiviert den Rezeptor *'**'". Die Aktivitit wird durch intermole-
kulare Autophosphorylierung des Rezeptors im Bereich beider zytoplasmatischer
Tyrosinreste weiter verstidrkt. Die Autophosphorylierung stellt ein Signal fiir die
Liganden-induzierte Rezeptor-Endozytose dar, ein Phénomen der Internalisierung
nach Ligandenbindung, das zum einen fiir die Rezeptor-Signalwirkung erforderlich
ist aber auch eine Abschwéchung des Signals durch Herunterregulierung bewirken

kann *18.

Das FGF-Rezeptor-Protein gelangt durch Translokation von der
Zelloberfldche als strukturell intakte und funktionstiichtige Tyrosinkinase iiber das

Zytoskelett in eine perinukleidre Position **°.

Die phosphorylierten Tyrosinstellen am Rezeptor entsprechen Bindungsstellen fiir
Substratproteine. Bedeutende Substratproteine (Effektorproteine) der Rezeptor-

Tyrosinkinasen sind ****%;
¢ p85 (kDa)-Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase
e Phospholipase Cy

e zytoplasmatische Tyrosinkinase der Src-Tyrosinkinase-Familie (p60 und
p85, Homologe zu Cortaktin, einem F-Aktin-bindenden Protein)

e p120-GAP (GTPase aktiviert), ein Enzym der Ras-Signalvermittlung
¢ Adaptorprotein Grb2 der Ras Signaliibertragung

e Adaptorprotein SHC (SH2 domain-containing adaptor-protein: Adaptorprotein
mit SH2-Doméne)

¢ SOS, ein Ras-Guanin-Nukleotidfreisetzungsfaktor
e Tyrosinspezifische Proteinphosphatase SH-PTP2

Die Ubertragung des Signals vom aktivierten Tyrosinkinase-Rezeptor zu den
genannten Effektorproteinen und an nachgeschaltete Zielproteine geschieht durch
spezifische Protein-Protein-Wechselwirkungen. Diese Wechselwirkungen werden
von sogenannten Protein-Doménen oder auch Proteinmodulen (60-100 Amino-
sduren) des Effektorproteins vermittelt. Sie schaffen eine enge rdumliche Zuordung
von signaliibertragenden Enzymen zu ihren Zielsubstraten. Das p120-GAP-Enzyme
hat z.B. das Ras-Protein zum Zielprotein. Das Ras-Protein ist an der Membran
lokalisiert, sodass durch die Protein-Domédne des pl20-GAP-Enzymes die
Translokation des zytosolischen Enzymes zur Membran eingeleitet wird. Der
FGF—Signalweg fiihrt iiber einen moglichen SHC-Grb2-SOS-Komplex zur
Aktivierung von Ras. Vainikka et al. konnten zwar keine direkte Interaktion von
Grb2 mit dem FGF-Rezeptor-1 feststellen, eine Stimulierung von FGFR-1-
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exprimierenden Zellen fiithrte jedoch zur Hyperphosphorylierung von Raf-1, einer
Protein-Serin-Kinase, die Ras nachgeschaltet ist. Dariiber hinaus erfolgte eine
Phosphorylierung der MAPKs, vor allem der ERK-1 und ERK-2 ***, Die aktivierten
MAP-Kinasen koénnen in den Zellkern transloziert werden, wo sie
Transkriptionsfaktoren, wie c-Myc, c-Fos und Elk-1 aktivieren. Nukleidre onkogene
Proteine wie c-Fos und c-Jun, die in kardialen Muskelzellen durch aFGF und bFGF
induziert werden, nehmen in einfachen Systemen Einfluss auf die
Genexpression ***. Die ERK-Aktivitit der beiden 44 und 42 kDa (ERK1 und-2)
groBlen Proteine wird in adulten Kardiomyozyten durch bFGF um mehr als das

t 426, Versuche mit Midusen einer transgenen Linie, die das
M

2-fache stimulier
kardiospezifische Expressions-Konstrukt der humanen FGF-1-cDNA aufzeigen,
welches an die ventrikuldre Isoform der "myosin light chain”, als Promotor
gekoppelt ist, zeigten verzogerte Infarktentstehung im Vergleich zu
Wildtypmédusen. Diese Kardioprotektion kam durch ein erhdéhtes
Aktivitdtspotenzials der ERK-1/2 in den transgenen Tieren zustande. Die
Inhibierung des ERK-1/2-Weges mittels des spezifischen Inhibitors U0126
minderte den kardioprotektiven Effekt von FGF-1 auf den Level der Wildtyp-

Miuse 27428

Fir die Bindung der genannten Adaptorproteine mit den nachfolgenden
Effektorproteinen sind eine Vielzahl von Protein-Doménen verantwortlich. Fiir die
MAPK-Signalkaskade wichtig sind die SH2-, SH3, PTB- (Phosphotyrosin-
Bindungsdoméine) und Pleckstein-Homologie- (PH-) Doménen. Die oben genannten
Effektorproteine konnen eine groBere Anzahl dieser Domédnen oder auch die
Kombination verschiedener in ihrer Sequenz vereinigen. Auch ist der lineare
unidirektionelle Weg der Signaltransduktion, wie im Schema (Abb. 4) dargestellt,
nur selten zu beobachten. So weist zum Beispiel der FGF-Rezeptor mehrere Auto-
phosphorylierungsstellen auf, die unterschiedliche Sequenzumgebungen haben und
daher unterschiedlichen SH2-haltigen Effektormolekiilen zugeordnet sind. Bis zu
acht unterschiedliche Effektormolekiile koénnen iiber die verschiedenen
Phosphotyrosin-Sequenzen an die zytoplasmatische Seite des FGF-Rezeptors
binden, sodass ein und derselbe Rezeptor an sehr unterschiedlichen Signalwegen
beteiligt sein kann ***,

Die Herunterregulierung von FGF-Signalen impliziert einen lysosomalen Abbau
und einen Abfall der Menge an verfiigbaren Oberflédchenrezeptoren. Hierbei spielt
die Dephosphorylierung von Rezeptoren und Substraten durch Protein-Tyrosin-
Phosphatasen eine wichtige Rolle. Bevor jedoch eine Inaktivierung des Rezeptors
durch Proteasen erfolgt, werden an den Rezeptor Ubiquitin-Molekiile gebunden, die
in die ATP-abhingige Proteolyse von kurzlebigen Proteinen, wie z.B. Myc und Fos
verwickelt sind *°.
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Rezeptor-Tyrosinkinase

Effektorprotein mit
Abb. 4: Die Abbbildung illustriert Proteindomane

das Regulationsmodell der Tyrosin-
kinase durch Phosphorylierung

threr Zielproteine. Zielprotein

2.4.2. Proteinmodule der intrazelluliren Signaliibertragung nach
Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen

2.4.2.1. SH2-Domaiane

Die Bezeichnung der Domédne stammt von Src-Homolog, wobei Src-Tyrosinkinasen
die ersten charakterisierten Tyrosinkinasen sind und die SH2-Doméne grofle
Homologien zu ihnen aufweist. Songyang und Cantley teilten die SH2-Doménen in
weitere fiinf Klassen ein (1A, 1B, 2, 3, 4) ***%%. Die SH2 Doménen erkennen in ihren
Zielproteinen Phosphotyrosinreste und deren spezifische Nachbarsequenzen, die fiir
die Bindung der Doméne an das Zielprotein zwingend erforderlich sind. Die SH2
1A-Doméne der Src-Tyrosinkinase benétigt zur Bindung an das Zielprotein zum

Beispiel in Position +3 zum Phosphotyrosin die Aminosédure Isoleucin *7.

2.4.2.2, PTB-Domine

Bei den Phosphotyrosin-Bindungs-Doménen handelt sich um Bindungsstellen, die
z.B. in dem Adaptormolekiil Shc vorhanden sind **®*. Zhou und Pawson unter-
suchten das Insulinrezeptorsubstrat IRS1, welches eine PTB-Doméne enthilt und
zeigten, dass die Doméne vor allem Phosphotyrosinreste im Kontext zu N-terminal
gelegenen Sequenzabschnitten erkennt. Obwohl die PTB-Doméne die Priferenz zu
Phosphotyrosinresten mit der SH2-Domaine teilt, weisen sie doch unterschiedliche
Strukturen auf. Die sekundére Struktur dhnelt nach der Art der Faltungstopologie

eher der PH-Doméine 391439440,
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2.4.2.3. Pleckstein-Homologie-Doméiane (PH-Domaine)

Die Bezeichnung der Doméne stammt von dem urspriinglichen Fundort der
Domaine, den Pleckstein-Proteinen, die Bestandteile der Blutplédttchen sind und
dort als Hauptsubstrat der PKC fungieren **. Des weiteren wurde die Doméne noch
in einer Vielzahl weiterer Signalmolekiile, wie der Phospholipase C, in
G-Nucleotidaustauschfaktoren und in Proteinen des Zytoskeletts nachgewiesen. Am
Beispiel der Phospholipase C konnte gezeigt werden, dass die PH-Doméne mit
hoher Affinitédt Phospholipide bindet, wodurch die Doméne eine Verankerung der
Lipase an die Membran erreicht **'.

2.4.2.4. SH3-Domaiane

Auch diese Doméne kommt in Signalproteinen des Tyrosin-Kinase-Signalweges vor.
AuBlerdem ist sie Bestandteil des Zytoskelettes (Aktin-bindendes Protein von
a-Spectrin und Myosin If). Cohen et al. zeigten in Untereinheiten der neutrophilen
Cytochromoxidase das Vorkommen der SH3-Doméne. Bindungssubstrate der
Doméne sind prolinreiche Aminoséduresequenzen (>10 Aminoséduren), wobei die
invarianten Prolinreste an eine hydrophobe Stelle der Doméne gebunden
werden *2, Ahnlich der SH2-Domaine erfolgt eine weitere Unterteilung in mehrere
Klassen. Feller et al. zeigten, dass durch Deletion der SH3-Doméne aus der
zytoplasmatischen Src-Tyrosinkinase das tumortransformierende Potential der
Kinase anstieg. Sie zogen daraus den Riickschluss, dass die Doméne die
schrittweise Akkumulation der genetischen Information einer Zelle mitverédndert.
Dies bedeutet, dass die Kinase durch Mutation in ein dominantes Onkoprotein
iiberfiihrt werden konnte, woraus eine unkontrolliert erhéhte Tyrosinkinase-
Aktivitdt mit folgender unkontrollierter Zellproliferation/-differenzierung

resultierte 43,

2.4.2.5. Adaptormolekiile

Ein Adaptorprotein ist ein Bindeglied oder auch Vernetzungsproteinmodul, das
gezielt Signalmolekiile zusammenfiithrt, um damit z.B ein Enzym in die
unmittelbare Nachbarschaft seines Substrates zu bringen ****¢. Das Grb-2-Protein
(Growth factor receptor binding protein) ist ein Adaptorprotein, welches als
Komponente der Signaliibertragung von Wachstumsfaktoren zum Ras-Signal-Weg
identifiziert wurde. Das Adaptorprotein Grb-2 besitzt selbst keine enzymatische
Aktivitat, es hat jedoch in seine Sequenz sowohl die SH2 als auch die SH3-Doméne
eingeschlossen. Uber diese Doménen erhilt das Adaptorprotein Assoziation und
schlieBlich Bindung an weitere Adaptorproteine, wie z.B. das Shc-Adaptorprotein.
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Eine Bindung an den EGF- und den PDGF-Rezeptor sowie an den GTP - GDP-
Austauschfaktor SOS, ist ebenso méglich *"**®, SOS leitet folgend iiber Nucleotid-
austausch das Signal an das Ras-Protein weiter.

2.5. Transmembranrezeptoren mit einer assoziierten Tyrosinkinase

Hierbei handelt es sich um Tyrosinkinasen, die nicht integraler Bestandteil eines
Rezeptors sind. Sie sind permanent oder transient an Strukturen des Zytoplasmas
gebunden. Eine schematische Ubersicht modifiziert nach Taniguchi et al. zeigt
beispielhaft einige Familien der zytoplasmatischen Tyrosinkinasen **° (Abb. 5).

Zytoplasmatische Lineare Darstellung der Grofe (kDa)
Tyrosinkinase Doméanenstruktur

Sre, Yes,
Lyn, Lek, Abl, SH, SH; KINASE 53 bise4
ua.

JH7 JH6  JHS

Jakl, Jak2,
Jak3, ua. 11 0 JH2 H JHI 130

H

Syk, Zap-70 H, SH, KINASE 70 bis 72
- SH, KINASE "
Fak — KINASE  mpdomm 12

Abb. 5: Lineare Darstellung der Domdinenestruktur zytoplasmatischer
Tyrosinkinasen. Src: im Rous Sarcoma Virus endeckte Tyrosinkinase, Abl: im
Abelson-Leukimie-Virus der Maus entdeckte Tyrosinkinase, Jak: Janus-Kinase,
Syk: spleen tyrosine kinase, Zap-70: & (Zeta)-chain-associated Protein 70,
Csk:cytoplasmic-Src-tyrosine kinase; Fak: focal adhesion kinase (=Pyk: Proline-rich
tyrosine kinase), SHyund SH,: Src-Kinase-Homologie-Region, JH: Janus-Kinase-
Homologie-Region, kDa: Kilo Dalton = Einheit der Molekiilgrofe.
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Zu den Transmembranrezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinase-Aktivitdt gehoren
z.B. die Zytokin-Rezeptoren. Es konnen drei Typen von Zytokin-Rezeptoren
unterschieden werden. Sie weisen alle NH2-terminale, extrazelluldr lokalisierte
Sequenzabschnitte auf. Man differenziert die Abschnitte in Cystein-reiche,
Fibronectin-Typ III-, oder auch Immunglobulin-dhnliche Doménen. Die Polypeptid-
kette des Rezeptors besitzt anschlieBend eine oder mehrere Transmembran-
elemente und den intrazelluldr lokalisierten COOH-Terminus. Die Untereinheiten

konnen homo- oder heterooligomere Strukturen aufweisen %,

Die meisten assoziierten Protein-Tyrosinkinasen gehoren zur Familie der Src- und
der Jak-Kinasen. Die Src-Tyrosinkinase, die eine Phosphorylierung des
Ras-Proteins bedingt und somit in der Signalkette der MAPKSs ein Glied darstellt,
wurde wie auch das Ras-Protein im Rous Sarcoma Virus entdeckt. Sie trdgt einen
Myristinsdurerest an ihrem C-terminalen Ende, der als Membrananker fungiert.
Sie besitzt sowohl SH2 als auch SH3 Doménen und wird durch Phosphorylierung
und Dephosphorylierung in komplexer Weise reguliert.

Die Janus-Kinasen (Jak-Kinasen 1-3 und Tyk2), sind vor allem an der
Signaliibertragung der Interferone, dem Erythropoetin und der Interleukine
beteiligt. ***, Das Charakteristikum ihres Strukturaufbaues ist das Vorkommen
von zwei Tyrosin-Kinase-Doménen, wobei nur eine der beiden komplett funktio-
nierende Kinaseaktivitdt aufweist. Ein weiteres auffallendes Charakteristikum der
durch sie vermittelten Signaltransduktion ist die Assoziation mehrerer
Jak-Kinasen an einen aktivierten Rezeptor *“***"*°, Durch die Bindung an den
aktivierten Rezeptor erfahren die Jak-Kinasen durch den Mechanismus der
gegenseitigen trans-Phosphorylierung eine Aktivierung. Die Jak-Kinasen
katalysieren jedoch auch die Tyr-Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne
des Rezeptors, wobei alle entstandenen Phosphotyrosinreste als Bindungsstellen

fiir Adaptorproteine oder Effektorproteine dienen *".

Die Signaliibertragung der aktivierten Jak-Kinasen geht zumeist direkt iiber in die
Ebene der Transkriptionsfaktoren, die an ihren Tyrosinresten phosphoryliert
werden und somit fiir eine Transkriptionsstimulation aktiviert werden *’*. Die
Transkriptionsfaktoren der Jak-Kinasen sind die Stat-Proteine (signal transducer
and activator of transcription). Es sind mindestens 6 verschiedene Stat-Proteine
bekannt, sie sind zytoplasmatisch lokalisiert und werden durch Phosphorylierung
ihrer Tyrosinreste aktiviert *’**’®. Durch die Aktivierung erfolgt eine Zusammen-
lagerung der Stat-Proteine zu Homo- oder Heterodimerkomplexen *'"*®, Die
Komplexe werden mittels Bindung des Phosphotyrosinrestes des einen
Stat-Proteins und der SH2-Doméne des anderen Stat-Proteins gebildet. Die

dimerisierten Komplexe werden in den Kern transportiert, binden an ihnen
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zugeordnete DNA-Elemente (= Zytokin-regulierte "enhancers”, interferone-y site
response element) und aktivieren die Transkription von benachbarten Gen-
abschnitten. Die Signaliibertragung auf Stat-Proteine ist durch eine Vielfalt und
Variabilitdt auf allen drei Ebenen der Ubertragung zu beobachten. Zuerst auf der
Ebene des Rezeptors und der Jak-Kinasen. Folgend auf der Ebene der Stat-Proteine
mit ihrer groBlen Vielfalt an zell- und gewebsspezifischen Expressionen und
schliefllich auf der DNA-Ebene. Die Zuordnung variabler DNA-Elemente an die
Stat-Proteine sowie die unterschiedliche Zugédnglichkeit der jeweiligen
Promotorstellen stellt schlieBlich die groBte Kombinationsvielfalt dar *”.

2.5.1. Liganden zytoplasmatischer Tyrosin-Proteinkinase

Durch die Bindung der Liganden wird die Assoziation der zytoplasmatisch
lokalisierten Tyrosinkinasen induziert und aktiviert. Liganden der zytoplasmatisch
lokalisierten Tyrosinkinasen, die eine Signalvermittlung unter anderem durch die

MAPKSs erfahren, sind vor allem die Zytokine. Zu ihnen gehéren:
e Interleukine (IL 1-7; 9, 12, 15)

¢ Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)

* Interferone (INF a, f3, y)

* Erythropoetin

* (CD40- und Fas-Proteine

* Granulozyten-Colony Stimulating Factor; G-CSF

* Granulozyten/Makrophagen-Colony Stimulating Factor; GM-CSF
* Leukemia Inhibitory Factor (LIF)

* Nerve Growth Factor; NGF

* Monocyte-Chemoattractant-Protein 1; MCP-1

Zytokine sind regulatorische Proteine. Sie steuern die Proliferation, Differenzierung
und funktionelle Pragung der Zellen des Immun- und des blutbildenden Systems.
Sie sind an Entziindungsprozessen sowie an neuronalen, hdmatopoetischen und

embryonalen Entwicklungen des Organismus beteiligt *****

. Zu den Zytokinen
gehoren Wachstumsfaktoren, koloniestimulierende Faktoren, Lymphokine, Mono-
kine, Interleukine und Interferone. Sie werden in geringen Konzentrationen
(2-5 pg/ml Blut) von Zellen produziert. Sie agieren als biologische Sensoren, indem
sie den Sauerstoffgehalt von Geweben, die Immunreaktion des Korpers sowie die

Anzahl der weiBen und roten Blutkérperchen regulieren **°. Nach erfolgreicher
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Zytokin-vermittelter Signaltransduktion kann die Zelle die Zytokine durch
Proteasen zerstoren lassen. Ein klassisches Merkmal der Zytokine ist, dass sie
nicht wie andere Botenstoffe (wie z.B. Hormone) mit dem Blutstrom zum Wirkort
transportiert werden, sondern i.d.R. direkt auf die dem Sekretionsort benachbarten
Zellen wirken. Sie besitzen eine vielfdltige Wirkungsbreite, wobei Funktionen
einzelner Zytokine iiberlappen konnen **"***, Vor allem der Signalweg Ras-Raf-
MAPKs-JAK-STAT zeigt eine massive Beteiligung an maligner kanzerogener
Entartung von Zellen. Eine Vielzahl von Onkoproteinen besitzt die Fahigkeit,

direkt STAT zu aktivieren und die Onkogenese in Gang zu setzen ****%®,

2.6. Protein-Tyrosinphosphatasen

Wie bei den Ser/Thr-Proteinkinasen, existieren auch fiir die Tyrosinkinasen
Gegenspieler, es sind die Protein-Tyrosinphosphatasen. Betrachtet man die
Gesamtaktivitdt der beiden Enzyme im Verhiltnis, so ist das Gleichgewicht zu
Gunsten der Proteinphosphatasen verschoben, sie haben eine drei bis vier mal
hohere Aktivitdt. Dies ldsst den Schluss zu, dass die oftmals transiente
Phosphorylierung eines Signalproteins nur geringe Bedeutung in der
Signalvermittlung besitzt. Jedoch existieren auch hier im Zusammenspiel der
Kinasen und Phosphatasen antagonistische sowie kooperative Wirkungsprinzipien.
Antagonismus bedeutet die Dephosphorylierung einer zuvor aktiven Rezeptor-

Tyrosinkinase oder eines Effektorproteins *°°.

Positive Kooperation wéire die
Dephosphorylierung eines durch Tyr-Phosphorylierung inaktivierten Enzyms.
Beispiel ist hier die zytoplasmatische Src-Tyrosinkinase, die durch
Phosphorylierung ihrer AS Tyr527 in ihrer Kinaseaktivitdt inhibiert wird und
durch den synergistischen Angriff an der phosphorylierten AS reaktiviert wird **°.
Die Klassifizierung der Tyrosin-Phosphatasen erfolgt nach Fischer et al. zum einen
in die der rezeptordhnlichen Protein-Tyrosinphosphatasen und zum anderen in die

zytoplasmatischen Protein-Tyrosinphosphatasen *.

Der Hydrolyse-Mechanismus der Tyrosinphosphatasen an Phosphotyrosinresten
erfolgt durch Angriff der Phosphatase am katalytischen Zentrum des Substrat-
proteins (= nucleophiles Cystein-Thiolat stabilisiert durch positiv geladene
Argininreste). Der Tyr-Rest wird durch das Thiolat verdridngt und an die
Phosphatase bindet sich iiber das Cystein das zweifach negativ geladene
Phosphatmolekiil. Die Dissoziation des Tyrosins aus dem Tyr-Phosphat wird durch
Abgabe eines Protons aus einem katalytisch essentiellen Asparatrest der
Phosphatase an das Tyrosin-Phenolat erleichtert. Durch den nachfolgenden
nucleophilen Angriff eines Wassermolekiils an das intermediar gebildete Cystein-
Phosphat wird schlieBlich Phosphat freigesetzt **%2,
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2.7. Signaliibertragung durch Ras-Proteine

Die Ras-Proteine (p?'Ras-Proteine; 21 kDa) sind Schaltstationen in der
Verarbeitung von Signalen, die von Rezeptor-Tyrosinkinasen, von Rezeptoren mit
assoziierter Tyrosinkinase oder von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren empfangen

2084%  Sie sind eigentlich eine Superfamilie der kleinen monomeren

werden
regulatorischen GTPasen, die in einer inaktiven GDP-Form und in einer aktiven
GTP-gebundenen Form vorliegen kénnen (Abb. 6). Von entscheidender Bedeutung
fir die signaliibertragende Funktion des Ras-Proteins ist die Zeitspanne, die das
Ras-Protein im aktiven Zustand vorliegt, denn nur in diesem Zustand kann das
Signal an das nachgeschaltete Effektormolekiil, die Raf-Kinase, weitergegeben
werden **. Die GTP-bindende Domine befindet sich im N-Terminus des Proteins,
dem anschlieend folgt die “effector loop”, eine Aminosdurendoméne, die fir die
Bindung der nachfolgenden Effektorkinase verantwortlich ist. Kristallographische
Untersuchungen haben gezeigt, dass durch den Austausch von GDP durch GTP
eine Konformationsidnderung des Proteins stattfindet, d.h. die sogenannten
switch-I und -II Doménen”, die vor dem Austausch die Effektor-Doméne

blockierten, machen diese nun frei fiir eine Bindung zum Substrat **°.

Der C-Terminus des Ras-Proteins besteht aus der CAAX-Doméine (C = Cystein,
A = Alanin, X = beliebige Aminoséure). Diese Doméne ist nach posttranslationaler
Modifikation fiur die Verankerung des Proteins an der Plasmamembran
verantwortlich. Nur in der verankerten Form mit der Zellmembran ist das Ras-
Protein in der Lage, als Signaliibertriger zu fungieren ***’. Die Verankerung
erfolgt mit Hilfe von Lipidankern, die durch Farnesyl- oder auch Palmitoylreste am
C-terminalen-Ende des Proteins mit der Membran gebildet werden. Die
Verankerung macht es moglich, dass das Protein in die Nachbarschaft seines
nachfolgenden Effektormolekiils, den Raf-Kinasen, gebracht werden kann **®,

Das Ras-Gen und das von ihm kodierte Protein wurden zuerst bei Retroviren
gefunden. Diese Viren sind in der Lage, in Ratten Tumoren des Sarkomtyps
auszulosen, sodass die Nomenklatur des Proteins von rat sarcoma stammt. Die
eigentlichen vier Ras-Proteine des Sidugetiers sind die H(arvey)-, Ki(rsten)-,
N(euroblastoma)- und R(etroviren)-Ras-Proteine. Ras-Proteine besitzen eine grofle
Bedeutung in der Wachstumsregulation physiologischer wie auch pathologischer
Vorginge. Bis zu 30% aller soliden Tumoren des Menschen weisen Punktmutation
des Ras-Gens auf, die vor allem an den Aminosduren 12, 13 und 61 vorliegen **%.
Der Vergleich des mutierten Ras-Proteins mit seinem Wildtyp zeigt, dass vor allem

eine Verlidngerung des GTP-gebundenen Zustandes bzw. die erniedrigte
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Geschwindigkeit einer GAP-sensitiven GTP-Hydrolyse mit der onkogenen
Aktivierung korreliert °*®.

Ras ist ein Zielprotein fiir den Angriff vieler Oxidantien, wie z.B. H,0, und NO.
Lander et al. zeigten dies an einer Ratten-Phaeochromozytom Zelllinie durch
NO-Begasung °°'°%®, Aijkawa et al. bestitigten dies an neonatalen
Rattenkardiomyozyten durch H,0, ***. Beide beobachteten hierbei eine folgende

465,466,505

ERKSs Phosphorylierung durch die zuvor erzeugte Ras-Aktivierung

Superfamilie der monomeren
GTPasen

H-Ras N-Ras

Ki-Ras A R-Ras
Ras-Proteine Ki-Ras B

|Rho (A, B, C) /Rac (1, 2) |

Ras-Subfamilien

Rab (1-24)

Abb 6: Schematische Ubersicht der regulatorischen GTPasen der Ras-Superfamilie
der Sdugetiere. Ras: rat sarcoma; H(arvey)-, Ki(rsten)-, N(euroblastoma)- und
R(etroviren)-Ras-Proteine; Rho/Rac: Rab: small GTP-binding proteins; ARF: ADP-
ribosylation factor.

2.7.1. GTPase-aktivierende Proteine (GAP)

Sie besitzen die Aufgabe einer negativen Regulation der Ras-Proteine bzw. der Ras-
verwandten Ras-Subfamilien-Proteine. Sie beschleunigen (109-fach) die intrinsische
GTPase-Aktivitdat der Ras-Proteine. Durch ihren Eingriff in die katalytische GTP-
Hydrolyse, wird der aktive GTP-Zustand des Ras-Proteins in den inaktiven GDP-
Zustand iberfiihrt. Somit kann durch den Eingriff der GAP die Intensitédt der Ras-
Protein-Signaliibertragung reduziert werden. Beispiele der Sdugetier GAPs sind
das p120-GAP, was bereits als SH2, SH3 und PH-Doménen tragendes Effektor-
molekiil der Rezeptor-Tyrosinkinasen beschrieben wurde. Weitere GAP sind das
Neurofibromin (NF1) und GAP1m 506:507
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2.7.2. Guaninnucleotid-Austauschfaktoren (GEF)

Die Guaninnucleotid-Austauschfaktoren sind die Gegenspieler der GAPs. Sie sind
positive Regulatoren der Ras-Proteine und iiberfiihren das Ras-Protein durch
beschleunigte Dissoziation des GDPs vom inaktiven GDP-Zustand in den aktiven
GTP-Zustand. Dieser durch GEF's katalysierte Vorgang konnte wiederum bei den
Ras-Subfamilien Rab, Rho und Rac durch ein inhibierendes Protein (GDI, guanin-

nucleotide-dissociation-inhibitor) verhindert werden 3°3°,

Die Bedeutung der GEFs wurde zuerst in der Hefe der Spezies Saccharomyces
cerevisiae untersucht. Ein Austauschfaktor, der unmittelbar dem Ras-Protein
vorgeschaltet ist, ist hier das CDC25 Protein **°*®. Versuche durch Einbau eines
rekombinanten CDC25-Proteins in die Hefe, zeigte eine Beschleunigung des
Nukleotidaustausches um den Faktor 1000. Genetische Untersuchungen am
Fadenwurm und der Fruchtfliege zeigten, dass nicht allein die Austauschfaktoren,
sondern nur der Komplex aus Austauschfaktor und Adaptorprotein die Verbindung
zwischen aktivierter Rezeptor-Tyrosinkinase und dem Ras-Protein herstellen kann.
Adaptorprotein ist das Grb-2-Protein, Austauschfaktor ist z.B. das SOS-Protein
(son of Sevenless, sevenless-Gen in der Fruchtfliege; m-SOS = mammalian-SOS)
und je nach Subfamilie auch Dbl-, MSS4- und RCC1-Protein ***,

Der Komplex aus Gbr-2 und mSOS entsteht durch die Bindung der SH3-Doméne
des Gbr-2 und einer prolinreichen Aminosdurensequenz des mSOS. Der Gbr-2-
mSOS-Komplex kann auf zwei verschiedene Wege in die Ras-Signaliibertragung
involviert sein. Zum einen wird der Gbr-2-mSOS-Komplex unmittelbar zwischen
den Rezeptor und das Ras-Protein geschaltet, wobei die SH2-Doméne des Gbr-2 an
Phosphotyrosinreste des aktivierten Rezeptors bindet. Das zuvor zytoplasmatisch
lokalisierte mSOS-Protein kann nun durch die Einbindung in den Komplex und
durch Membranlokalisation eine Wechselwirkung mit dem ebenfalls membran-
assoziierten Ras-Protein eingehen und induziert in ihm einen
Nukleotidaustausch ****%.

Ein anderer Weg der Verbindung von Komplex und Ras-Protein ist die Nutzung
eines weiteren Adaptorproteins, wie das Shc-Protein. Das Shc-Protein besitzt eine
PTB-Domaine, iiber die es an die autophosphorylierte Rezeptor-Tyrosinkinasen
binden kann. Das Shc-Protein wird dabei selbst phosphoryliert und erhélt einen
Phosphotyrosinrest, der eine Anheftungsstelle fiir die SH2-Doméne des
Grb-2-Proteins darstellen kann. Es entsteht eine Zusammenlagerung in Assoziation
an die Zellmembran aus den in Abb. 7 dargestellten Einzelbestandteilen.
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Signal Signal
- = - =

Membran

ﬂ RAS-GDP
inakti GDP
inaktiv " ®
GAP membranassoziiert h
©F RAS-GDP o {—
inaktiv ~
Raf-Kinase
aktiv
Y
Raf-Kinase
inaktiv \ \:

Rezeptor- Shc-Adaptor- Grb2-mSos- Ras-
Tyrosinkinase Protein I I Komplex Protein

Abb. 7:  Lineare Modelldarstellung des Aktivierungsablaufes des Ras-Proteins. Die
Abbildung veranschaulicht in stark vereinfachter Weise die Beteiligung des Guanin-
nukleotid-Austauschfaktors Grb-mSos, des Shc-Adaptorproteins, der Guanin-
nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) und der GTPase-aktivierenden Proteine (GAPs)
an der Signaliibertragung durch das Ras-Protein.

2.8. Raf-Kinasen

Daum et al. charakterisierten die Raf-Kinase durch Untersuchungen des viralen
Onkogens v-raf. Das Gen kodiert fiir eine Ser/Thr-spezifische Proteinkinase und
unterscheidet sich von dem zelluldren Gegenstiick, dem c-raf-Gen durch Deletion
eines langeren N-terminalen Abschnittes. Dieser deletierte Abschnitt kodiert fiir
eine autoregulatorische Doméne (200-300 AS) der Ser/Thr-Proteinkinase, sodass
durch den Verlust im Protoonkogen-Ser/Thr-Proteinkinase-Produkt transformie-
rende Eigenschaften der Kinase auftraten *.

Avruch et al. zeigten, dass die Raf-Kinase eine Effektorfunktion im Ras-Weg hat
und durch ihre unmittelbare Folge an das Ras-Protein eine Anbindung des Ras-
Signaliibertragungsweges an den der MAPKSs schafft. Die Interaktion zwischen den
beiden Molekiilen, d.h. zwischen dem Ras-Protein und der Raf-Kinase kann nur von
der aktivierten GTP-gebundenen Form des Ras-Proteins durchgefiihrt werden °'*°'2,
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Sédugetiere besitzen mindestens drei verschiedene Raf-Kinasen, es sind die A-Raf-,
B-Raf- und c-Raf-1-Kinase. c-Raf-1 kommt ubiquitdr vor, wogegen A-Raf eine
restriktive Gewebsexpression in Steroid-abhéngigen Geweben (z.B. Urogenital-
Gewebe) °'* aufweist und B-Raf vor allem in neuronalem Gewebe vorkommt **°. Sie
besitzen alle konservierte Proteindoménen CR1-CR3, wobei die ersten beiden am
N-terminalen Ende liegen (CR1: Aminosdure 51-194; CR2: AS 254-269) und die
CR3-Doméne (AS: 355-687) am C-terminalen eingefiigt ist. Die Domédne CR1
beinhaltet zum einen die Ras-Bindungsdoméne (RBD = Ras-binding domain,
Aminosdure 51-131) und zum anderen einen Cystein-reichen Abschnitt = Zink-
Bindungsmotiv (Aminoséduren 139-184) °'**', CR2 hat die Funktion des regulativ
aktivierenden Strukturabschnittes der Raf-Kinase. Die CR3-Domine stellt die
katalytische Doméne dar und bindet ATP und das Substrat. Das Ras-Protein
bedingt eine Translokation der Raf-Kinase zur Zellmembran und dadurch eine
konstitutive Aktivierung der Kinase. Eine Farnesylierung des C-terminalen Endes
oder die Myristylierung des N-terminalen Endes bedingt eine membranassoziierte
Lokalisation der Raf-Kinase. Es sind jedoch weitere Cofaktoren notwendig, um eine
vollstdndige Aktivierung der Kinase zu erreichen. Hierzu zidhlen die
Phosphorylierung von Ser43, Ser338, Ser259, Tyr340, Tyr341, die
Autophosphorylierung der Raf-Kinase an Thr268, Phosphorylierungen der Raf-
Kinase an Ser499 durch Proteinkinase C°'"°?° und an den beiden
Tyr340/341-Resten durch Src-Kinasen sind ebenfalls beobachtet worden. Nach der
Aktivierung der Raf-Kinase kommt es zur Oligomerisierung der Kinase und einer
Komplexbildung von Ras-Raf und den beiden Hitze-Schock-Proteinen Cdc37 und
Hsp90 im Verhéltnis 1:1:1:1, 716521526

Eine Inhibierung der Raf-1 Kinase konnte durch Phosphorylierung der Ser43 oder
Ser621 durch eine cAMP-abhéngige Proteinkinase gezeigt werden. Dies stellt einen
weiteren Beweis dafiir dar, dass cAMP einen antagonistischen Effekt auf den durch
G-Protein-gekoppelten Rezeptor-Ras-Raf-MKK-ERK-Signalweg des Zellwachstums
ausiibt **7*°, Eine weitere indirekte Inhibierung von Raf konnten Kornfeld et al. in
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster durch die KSR-Proteinkinase (kinase
suppressor of RAS) erzeugen *'**?, Eine verzogerte Aktivierung der Raf-1 Kinase
zeigten Cross et al. und Huang et al. durch Inhibierung der Phosphatidylinositol-3-
Kinase. Sie vermuteten, dass die Lipide und Lipidmetaboliten, welche von der
Phosphatidylinositol-3,-Kinase katalytische erzeugt werden, in der Regulation der

Raf-1 Kinase eine inhibierende Rolle spielen ***%%,
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Eine direkte Stimulation von Raf-1, ohne Aktivierung des vorgeschalteten
Ras-Proteins erzeugten Wang et al. durch BAG 1, einem proapoptotischen Protein
des Bcl-2-Signalweges. Somit konnte gezeigt werden, dass Bcl-2 sowie das
proapoptotische Homolog von Bcl-2, BAD, Substrate von Raf-1 sind und Raf-1 in

den Vorgang der Apoptose involviert ist >*¢°%,

Eine direkte Vermittlung des Signals vom Ras-Protein an die MAPK-Kaskade ohne
Einbeziehung der Raf-Kinase geschieht durch die Mitogen-aktivierte-
Proteinkinase-Kinase-Kinase (MKKK), eine Kinase, die zwei Stufen vor die
extrazellulidr-regulierten-Proteinkinasen (ERK) geschaltet ist “%***°, Van Bieson et
al. und Hawes et al. zeigten eine PKC-unabhingige Aktivierung durch die
Gpy-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins iiber den Ras-Raf-MEK und
ERK-Weg und gegensitzlich dazu einen PKC-abhédngigen Weg iiber die Gg-

541,542

Untereinheit, der die Ggy-Untereinheit und das Ras-Protein nicht benétigte

2.9. Mos-Kinase

Die Mos-Kinase, eine Ser/Thr Protein-Kinase, ist vor allem am Progesteron-
regulierten Vorgang der meiotischen Oozytenteilung (Maturation) von Wirbeltieren
beteiligt ***5**%  Die meiotische Zellteilung kann durch Injektion der mRNA von
Mos oder durch Applikation des reinen Proteins beschleunigt werden, wobei diese
fordernde Funktion von Mos die parallele Aktivitdt von MKK, ERK und eines
spezifischen Faktors MPF (maturation-promoting-factor) bedarf. Diese Kinasen
und Faktoren weisen wiederum eine maximale Aktivitdt in der Metaphase I und II
auf **%%*® Thre spezifisch hohe Expression in Geschlechtszellen wird durch
DNA-Bindungselemente des somatischen Repressors innerhalb des Mos-Promotors
reguliert. Xu et al., Leibovitch et al. und Gao et al. stellten aullerdem eine
Expression in somatischen Zellen fest, die jedoch um vieles geringer war als in den
Geschlechtszellen ***°°', Muslin et al. und Fabian et al. untersuchten den Vorgang
der Mos-abhidngigen germinalen Meiose unter Verwendung dominant negativer
Raf-Mutanten, um festzustellen, ob Raf auch in der Mos-Signalvermittlung beteiligt
ist. Sie zeigten, dass Raf und Mos ein konvergierendes Ineinandergreifen der MKK-
Aktivierung bewirken und beide Kinasen benétigt werden, um Signale an MKK
weiterzuleiten ****2, In wvitro phosphoryliert Mos die Phosphorylierungsstellen
Ser218 und Ser222 der Proteinkinase MKK1.

Mos wird selbst an Ser3 durch ERKs phosphoryliert und daher durch eine positive

Riickkopplung ihrer nachgeschalteten Kinase reguliert **°.
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3. Signaltransduktion der MAPKs-Kaskaden

Die MAPKs stellen eine Superfamilie von Prolin-abhidngigen Serin/Threonin-
Proteinkinasen dar, die sich in der Signaltransduktion eukaryotischer Zellen von
der Plasmamembran zu ihren kern- und zellplasmatischen Zielen einer
kaskadenartigen Proteinkinasenphosphorylierung bedienen. Prolin-abhéngig
(verwiesen) bedeutet, dass die MAPKs nur in einem Sequenzabschnitt die
Aminosduren Serin und Threonin ihres Substrates phosphorylieren, sofern sich
dieser in unmittelbarer Nédhe eines prolinreichen Sequenzabschnittes des Proteins
befindet. Die MAPKs-Familie besteht aus mindestens drei Protein-
Kinasesubfamilien: die ERKs (extrazellular-Signal-regulierte Proteinkinasen),
SAPKs/JNKs (Stress-aktivierte Proteinkinasen / c-Jun-NH9-terminale Protein-
kinasen) und p38-MAPKs *****® Diese drei Kaskaden stellen parallele Bahnen dar,
die unterschiedliche Substratspezifitdten besitzen und durch eindeutige, spezifische
Ausloseimpulse geregelt werden. Eine Vernetzung der drei Kaskaden kann jedoch
an den unterschiedlichsten Stellen festgestellt werden, sodass ein Zusammenspiel
der Proteinkinasen in der Weiterleitung von Signalen niemals ausgeschlossen
werden kann. Die MAPKs konnen durch extrazelluldr angreifende Konditio-
nierungen verschiedenster Rezeptoren oder Ionenkandle in ihrer Signallkette in
Gang gesetzt werden, wobei die Zelle letztendlich mit einer definierten
biochemischen Antwort reagiert **7**®, Die Natur der extrazelluldren Signale kann
hierbei sehr vielfdltig sein und umfasst extrazelluldre Signalmolekiile, wie
niedermolekulare Botenstoffe oder Proteine sowie sensorische Signale. Im einzelnen
konnen dies ionisierende oder ultraviolette Strahlungen, hyperosmotischer Druck,
Hitze oder Kilte, Ischdmie/Reperfusion, Wachstumsfaktoren, Hormone (vasoaktive
Peptide = Angiotensin II, Endothelin-1), Zytokine, Entziindungsfaktoren und viele
andere Impulse sein. Pharmakologische Substanzen konnen ebenfalls Botenstoffe
der inter- und intrazelluldren Kommunikation sein und hierbei korpereigene

Signale erzeugen oder ersetzen *°°°%,

Die Entdeckung des MAP-Kinasen-Signalweges zeigte ein flexibles und
leistungsfidhiges Prinzip der amplifizierten, differenzierten und regulativen
Signaliibertragung durch sequentiell hintereinander geschaltete Proteinkinasen
auf. Vom Ras-Protein, noch vorwiegend membranassoziiert, wird das Signal durch
die Proteinkinasen ins Zellinnere weitergeleitet. Erste Studien der MAPKs-
Signaltransduktion wurden an Pheromon-gesteuerten Paarungsvorgidngen der
Hefen Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombo untersucht.

P63571 zeigten, dass

Errede und Levin et al., wie auch viele andere Wissenschaftler
die enzymatische Aktivitdt der MAPKs mit der von bereits bekannten

Wachstumsfaktoren-stimulierten ribosomalen S6-Kinasen zu vergleichen ist **. Es
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konnten finf separat regulierte MAP-Kinasen-Wege in der Hefespezies
Saccharomyces cerevisiae und drei bei Schizosaccharomyces pombo unterschieden
werden. In Sidugetierzellen konnten ubiquitdr in sdmtlichen Organen und
Zellsystemen, in mikromolarer Konzentration, drei Proteinkinasen-Kaskaden mit
MAPKSs-Aktivitdt aufgezeigt werden °”?. Funktionale MAPKs-Module, eine
Beschreibung, die als Funktionseinheit von hintereinander geschalteten
Proteinkinasen gebraucht wird, wurde ebenfalls in Froschen, Fruchtfliegen,
Nematoden, Schnecken, Schimmelpilzen und Pflanzen entdeckt °”®. Durch das
Unterbleiben einer Vernetzung der fiinf bzw. drei Signalkaskaden der Hefenspezies
konnten exakte Wege beschrieben werden, die von extrazelluldren Stimuli in einer

definitiven genetischen Antwort endeten °™*",

Die MAPKs-Signalwege der Sdugetiere zeigten im Vergleich dazu eine Vielzahl von
Interaktionen zwischen den verschiedenen Ebenen der drei MAPKs-
Signalkaskaden.

Prinzipiell untergliedert man die Kaskade ausgehend von der Signalweiterleitung
der Ras-Protein-Signalvermittlung, der Proteinkinase A und Proteinkinase C, in
weitere drei Ebenen. Die erste der drei ist die Ebene der MAPKKK (MKKK), die
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen Kinasen Kinasen, die die Raf-Kinase Familie,
die c-Mos-Kinasen und die multilinearen Proteinkinasen (MLKs) mitein-
schlieBen. >, Danach folgt die Ebene der MAPKK (MKK), der MAP-Kinasen-
Kinasen, mit einer Anzahl von MKK-1-7. Sie benoétigen ebenfalls eine duale
Phosphorylierung durch die MKKK an ihren Ser/Thr- und Tyr-Resten. Danach folgt
die Ebene der MAPKSs, wo man drei MAPK-Subfamilien unterscheidet. Es sind die
ERKs, die JNKs/SAPKs und die p38-MAPKs. Die MAPKs werden durch die MKK
an ihrem ”activation lip” durch die zweifache Phosphorylierung ihrer Konsensus-
sequenz Thr(P)-X-Tyr(P) aktiviert °7"5% 577580 (Apb. 8).

Eine Vermittlung von IP konnte bei verschiedenen membransténdigen Strukturen
nachgewiesen werden und das zunehmende Verstidndnis der Prikonditionierung
erlaubte extrazelluldre Signale, deren Rezeptoren, Second messenger und
Effektoren genauer zu spezifizieren. Alle Strukturen vermoégen in der frithen Phase
des Preconditioning iiber die relativ schnelle Aktivierung intrazelluldrer Kinasen
zu wirken ?7374554581585 Ty folgenden Phosphorylierungsschritte der MAPK-Signal-
enzyme sind daher Vermittlungswege des IP und im folgenden ndher dargestellt.
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Abb. 8: Darstellung der kaskadenartigen Aktivierungswege der MAPKs (ERK-
1/2, SAPKs/JNKs und p38) von extrazellular iiber das Zytoplasma in den Kern.
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3.1. Der ERK-1/2 Signalweg

Die ERK-1/2 und ihre vorgeschalteten regulativen Protein-Kinasen, MKK-1/2
(MEK-1/2) werden vor allem durch Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
stimuliert. Diese Signalmolekiile verschaffen sich, wie bereits erldutert, den
Eintritt in die Zelle tiber die Vermittlung von heterotrimeren G-Protein gekoppelten
Rezeptoren, Rezeptor Tyrosin Kinasen und Zytokinrezeptoren °®. Boulton und Cobb
et al. beschrieben unterschiedlich starke Expressionen der Kinasen in verschie-
denen Geweben. So konnten sie eine stirkere Expression im Gehirn gegeniiber
Lunge, Darm und Herz feststellen *****”. Immer noch ungeklirt ist das Vorkommen
zweier Kinasen auf der Ebene der MAPKs wie auch der MAPKKs (MKXKs). Die
ERK-1/2 besitzen untereinander 90%ige Sequenzhomologie und es konnten noch
keine Signale gefunden werden, die spezifisch nur eines der beiden Enzyme
aktiviert ****, Des weiteren kann MKK-1 sowohl ERK-1 wie auch ERK-2
phosphorylieren und gleiches konnte fiir MKK-2 festgestellt werden, d.h. der
unidirektionelle Weg ist hier nicht zu beobachten.

3.1.1. Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen-Kinasen-1/2 (MEK-1/2)

Beide MKK-1/2-Enzyme besitzen ein Molekulargewicht von 44-kDa und weisen eine
80%ige Sequenzhomologie auf ***°®, Sie stellen eine besondere Klasse von Protein-
kinasen dar, da sie eine zweifache Spezifitidt beziiglich der Natur der Akzeptor-
aminosaure in der Phosporylierungsstelle des Proteinsubstrats besitzen. Die MKKs
aktivieren die nachgeschalteten MAPKs iiber Phosphorylierung an einem Tyr-
sowie einem Thr-Rest in der obengenannten Sequenz Thr-X-Tyr. Die MKKs werden
daher auch ”dual specificity Proteinkinases” genannt und unterscheiden sich deut-
lich von den bisher genannten Proteinkinasen, die entweder Tyr- oder Ser/Thr-spe-
zifisch waren. Ihre eigene Aktivierung erfolgt durch Phosphorylierung der Konsen-
sussequenz Ser218(P)-Met-Ala-Asn-Ser222(P) an beiden Serin Aminoséduren %,
Der N-Terminus der Kinasen weist die Bindungsstelle fiir ATP auf und besitzt die
Funktion des Stabilitdtsaufbaus des Enzyms (Abb. 9). Eine Aminosédurensequenz
von ca. 40 Aminosduren (AS: 261-307), die sich zwischen den Subdoménen neun
und zehn des Proteins befindet, ist sehr reich an Prolin, sodass hierdurch eine
potentielle Interaktion zu SH3-Domédnen aufgebaut werden kann und somit
Kontakt zu den Raf-Kinasen erfolgt °*>*°. Catling et al. zeigten 1996 durch in vivo
Deletion dieser Sequenz in den Mutanten ein Fehlen des Kontaktes zum Substrat,
d.h. das Ausbleiben der Phosphorylierung der ERKs, wobei in vitro eine
Phosphorylierung stattfand °°. Autophosphorylierungsstellen besitzt MKK-1 an
den Aminosduren Ser298 und Thr292, MKK-2 an den Aminosiduren Thr286 und
Thr292. Diese Autophosphorylierung vermittelt eine MKK/Raf-1 Interaktion, eine
riickkoppelnde Regulation der ERKs auf die MKKs oder auch eine Kreuzregulation

601-607

der MKKs mit dem PKA-abhidngigen Signalweg
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Abb. 9: Ubersicht iiber die ERKs-Signalwege (extrazelluldr-Signal-regulierte
Proteinkinasen), die im Zusammenhang mit der Aktivierung von Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK), Zytokin-Rezeptoren (z.B. ET-1-R: Endothelin-1 Rezeptor) und
einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor stehen. PDGF': Platelet-derived growth factor;
EGF': Epidermal growth factor; FGF: Fibroblast growth factor; TNF o: Tumor-
Nekrose-Faktor o IL-1: Interleukin-1; «, B, y Untereinheiten des G-Protein
Rezeptors; P: Phosphorylierungsstelle; AC: Adenylatzyclase; PLP: Phospho-Lipase;
m-SOS son of Sevenless, sevenless-Gen in der Fruchtfliege, = mammalian-SOS,
Grb-2-Protein: Growth factor receptor binding protein; SHC: Src-Homolog;
Ras-GEF: rat sarcoma-guanine nucleotide exchange factor; c-Mos: cellular moloney
murine sarcoma viral oncogene homolog; Racl: Ras-related C3 botulinum toxin
substrate (small GTP-binding protein); Raf-1: murine leukemia viral oncogene
homolog; PKC: Proteinkinase C; PKA: Proteinkinase A; MAPKAP-K1/Rsk:
MAPK-activated Proteinkinase/ribosomal S6 kinase; MAPKAP-K2: Mitogen-
aktivierte Proteinkinase aktivierte Proteinkinase-2; MEK-1/2: Mitogen-aktivierte
Proteinkinase Kinase 1/2, PD98059 und UQO126: spezifische Inhibitoren des ERKs
Signalweges; ATF-2: activating transcription factor-2; AP-1: Adaptor-related protein
complex; SRE: serum response element; CREB: c-AMP response element-binding
protein; c-myc: cellular myelocytomatosis viral oncogene homolog; Statl/3: signal
transducer and activator of transcription; Ser: Serin; Thr: Threonin; Tyr: Tyrosin.
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3.1.2. Die extrazellulir-Signal-regulierten Proteinkinasen 1/2 (ERK-1/2)

ERK-1/2 sind Enzyme mit einem Molekulargewicht von 44- bzw. 42 kDa. Beide
werden in ihrem ”activation lip” an den Aminosduren Thr183-Glu-Tyr185
phosphoryliert und somit aktiviert. Die Phosphorylierung beider Aminosduren ist
notwendig, um vollstédndige Aktivitédt zu erreichen. Robinson et al. bewiesen durch
Punktmutation, d.h. Substitution der Aminosédure Tyrosin oder Threonin variabel
durch eine andere Aminosédure, dass nur eine 10%ige Restaktivitdt des Enzyms
gegeniiber dem Wildtyp Enzym zuriickblieb. AuBlerdem konnten sie zeigen, dass
Tyrosin zuerst phosphoryliert wird. Die Enzyme werden in zehn Subdoménen
unterteilt, wobei beide Enzyme die letzten vier Domédnen im C-Terminus
einschliessen (AS 247-266) *"%%%'* Ebenso zeigen beide den gleichen Aminoséuren-
sequenzeinschub von 25 Aminosduren zwischen Doméine neun und zehn. Der
erwahnte “activation lip” liegt zwischen Subdoméine sieben und acht a- und
B-helikale Faltblattstrukturen eingeschoben zwischen den Helices der Subdoménen
unterscheiden die ERK-1/2 von der Struktur anderer Proteinkinasen.

3.1.2.1. Die extrazelluldr-Signal-regulierten Proteinkinase-5 (ERK-5)

Im Jahr 1995 konnten Zhou et al. und Lee et al. unabhéingig voneinander eine dritte
extrazelluldr-Signal-regulierte Kinase isolieren. In Saccharomyces cerevisiae ist es
die SMK1 und in Saccharomyces pombo entspricht es der Pmk1, beides Kinasen,
die den Vorgang der Zellwandbiosynthese mitregulieren. Das Sdugetierhomolog ist
die ERK 5 oder auch BMK 1 (big MAP kinase) genannt, die mit einem Gewicht von
90 kDa die grofite MAPK darstellt. Der Amino-terminalen-NH2-Doméne der ERK-5
folgt eine Abfolge von prolinreichen Aminosdurensequenzen, die somit
Bindungsmoglichkeiten zu SH3-Doménen bieten. Auch konnte eine MKK-5
identifiziert werden, die Sequenzhomologie von 45% zur MKK-1 aufweist. Beide
Kinasen, ERK 5 und MKK-5 weisen aullerhalb ihrer Kernkonsensussequenz
Aminosdurensequenzen auf, die fiir zytoskeletale Bindungen verantwortlich sind.
Auch befindet sich MKK-5 bei der Zellfraktionsisolierung in der partikuldren
Fraktion. Bisher sind jedoch noch keine Zusammenhédnge gefunden worden, dass
ERK 5 durch MKK-5 phosphoryliert wird und auch die Funktion von ERK-5 konnte
nicht eindeutig geklirt werden ***%®, Abe et al. erreichten 1996 eine Aktivierung
von ERK-5 in glatten Muskelzellen durch Hydrogenperoxide und Sorbitol
(osmotischen Schock auslosend). Eine Aktivierung der ERK-5 ist dagegen nicht
durch mitogene Stimuli wie Phorbolester, vasoaktive Peptide oder

inflammatorische Zytokine (TNF) zu erreichen ¢,
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3.1.2.2. Intrazellulire Regulatoren des ERK-1/2-Signalweges

3.1.2.2.1. Die Proteinkinase C (PKC)

Der Weg der ERK-Aktivierung gliedert sich zum einen in der Ebene des Signal-
Eintritts in drei verschiedene Rezeptoren und anschlielend in die Signalwege der
MKKK entweder iiber PKC, PKA, Ras-Raf oder verschiedene intrazelluldre
Tyrosinkinasen auf. Man unterscheidet vor allem einen PKC-abhédngigen von einem
PKC-unabhéngigen Weg der ERK-Aktivierung. Untersuchungen von Ueda et al.
und Hundle et al. zeigten, dass der charakteristische Aktivator der PKC,
Phorbolester, auch eine Aktivierung der ERKs in nahezu allen Zellarten
bewirkt %2, Bereits 1989 zeigten Hoshi et al. in Lymphozyten eine agonistische
Stimulation der ERKs durch Phorbol-12-myristate-13-acetat-Gabe und eine
Inhibierung der PKC und der ERKs nach extensiver PMA-Aussetzung **°".
Hinzukommend ist die Inhibierung aktivierter ERKs durch PKC-Inhibitoren
(Bisindolylmaleimide I, Lactatcystin) und dominant negativer PKC-Mutanten.
Nachfolgend wurden diese Untersuchungen jedoch auf die Notwendigkeit einer
proximalen Ras-Vermittlung untersucht und es konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung von PKC und ERKs durch Phorbolester nur in Verbindung mit der
Aktivierung der PKC-nachgeschalteten und ERKs-vorgeschalteten Raf-Kinase
ablaufen konnte °®. Dies bedeutet, dass eine Ras-Raf-Aktivierung, welche durch
eine Pyk2-Tyrosin Kinase erfolgt, einen PKC-unabhingigen Weg der
PMA-Stimulierbarkeit der ERKs aufzeigt. Ein weiterer Beweis dieser Hypothese
war die Aufhebung der PMA-abhédngigen ERKs-Aktivierung durch Tyrosinkinase-
Inhibitoren.

3.1.2.2.2. Die Raf-Kinasen

Die Raf-Kinase enthélt, wie auch die PKC, in ihrem N-terminalen Ende einen
Cystein-reichen Abschnitt, ein sogenanntes Zink-Bindungsmotiv. Untersuchungen
von Luo et al. zeigten in Raf-1 Chimeren, die das homologe Zink-Bindungsmotiv der
PKC substituiert hatten, keine Wirkung durch PMA. Dies bedeutet, dass das
Zink-Bindungsmotiv der Raf-Kinase die entscheidende Rolle in der stimulierenden
Reaktion der Raf bzw. ERKs durch PMA einnimmt. Weitere Untersuchungen
zeigten wiederum auch eine Ras-unabhingige Aktivierung von Raf-1 und eine
direkte Aktivierung von MKK/ERK durch die Isoformen a, I, y, tnd eder

PKC 201,202,374,516,624-628

In der Beeinflussung der MAPKs-Aktivitdt durch Stickstoffmonoxid (NO) kann
ebenfalls zwischen einer PKC-abhéngigen sowie einer distalen PKC-unabhédngigen
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Signalvermittlung differenziert werden. Der PKC-abhéngige Weg verlduft iiber eine
beginnende Nitrosylierung an einer Thiolgruppe der Protein-Kinase C und
folgenden Konformationsverédnderung. Der PKC-unabhidngige Weg erfolgt tiber die
Addition einer Farnesylgruppe am C-Terminus der kleinen G-Proteine. Diese
posttranslationale Modifikation der kleinen G-Proteine (Rac 1, Cdc42) wird durch
das Enzym Farnesyl-Transferase katalysiert, die wiederum durch NO aktiviert
wird ®%°. Bedingt durch die strukturelle Modifikation erfahren die kleinen
G-Proteine eine Lokalisationsverdnderung innerhalb der Zelle vom Zytosol an die
Plasmamembran und gleichsam den Ubergang in ihre aktivierte Form *°. Diese
Einbeziehung der kleinen G-Proteine in die NO-vermittelte Kardioprotektion wurde
von Rakhit, Saurin und Kollegen an isolierten neonatalen Kardiomyozyten zum
einen durch den Einsatz des ,small G-Protein“-Inhibitors (= Farnesyl-Transferase
Inhibitors) a-Hydroxyfarnesylphosphorsdure und zum anderen durch den
NO-Donor S-Nitroso-N-Acetyl-L-penicillamine untersucht. Die Behandlung der
Kardiomyozyten mit dem NO-Donor erzielte Kardioprotektion, die wiederum durch
den Inhibitor der kleinen G-Proteine vollstindig aufgehoben werden konnte ***'%,
Auch Wang et al. bewiesen den indirekten Weg der MAPK-Modulation durch NO,
indem sie in kardialen Fibroblasten durch eine NO-bedingte Suppression des
Angiotensin-II eine ERKs-Aktivierung erzeugen konnten %',

Andere Untersuchungen konzentrierten sich auf die verdnderte Zytokinregulation
(INFy und IL-18) durch iNOS und die Abhingigkeit der MAPKs-Aktivitdt durch

632-634

NO-veridnderte Zytokinsignale

3.1.2.2.3. Die Jak-Kinasen

Eine weitere Regulierbarkeit des MKK/ERK-Weges ist durch die Kinasen der
Janus-Familie der Tyrosinkinasen (Jak) moglich. Vor allem auf dem Signalweg der
Zytokinvermittlung haben Winston et al. *** durch den Einsatz interferierender
dominant negativer Jak2 Mutanten die I1-6 bedingte Stimulierbarkeit von ERK-2
blockiert. Auch wurde die Stat-Protein Phosphorylierung in der Kreuzreaktion von
Jaks und ERKs untersucht. Hier zeigten Wen et al. und Zheng et al., dass die
Phosphorylierung der Ser727 Aminosdure, welche zum Erlangen der Stabilitdt des
Stat-Dimers notwendig ist, durch ERKs vermittelt wird. Ebenso erfolgten die
nukleédre Translokation, die vollstdndige transkriptionelle Aktivitdt von Stat 1 und
3 sowie die Komplexbildung der Stat-DNA durch eine ERKs-vermittelte Phospho-

rylierung %7,
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3.1.2.2.4. Die PI3-Kinasen

Die Beteiligung der Phosphatidyl-3-Kinase (PI3-K) im Signalweg von MKK/ERK
konnte zum einen durch Powis et al. und Viahos et al. durch den Einsatz
pharmakologischer Inhibitoren der PI3-Kinase unter Beweis gestellt werden.
Wortmannin und LY294002, beides Inhibitoren der PI3-K, vermindern die ERKs
Aktivitdt, in der sonst gesteigerten Intensitdt nach Insulin-, Vasopressin- und
PDGF-Aussetzung ***%%%2 Dagegen haben Frevert und Kahn 1997 durch Ver-
wendung dieser beiden Inhibitoren bei einer Dosierung, welche noch keine
Inhibierung der PI3-Kinase verursacht, bereits Blockierung der ERKs-Aktivitat
beobachten konnen, sodass auch auf eine PI3-Kinasen-Unabhéingigkeit der

ERK-Siganlvermittlung geschlossen werden konnte °*%.

Versuche, die die
Abhéngigkeit der ERKs von der PI3-Kinase bestétigten, waren die Inhibition von
ERKs in dominant negativen PI3-Kinase-Mutanten und die Aktivierung in
konstitutiv PI3-Kinase-aktiven Mutanten **%*°. Es konnte demonstriert werden,
dass die PI3-K mit dem Ras-Protein iiber ihre katalytische p110-Untereinheit

interagiert, was zu einer PI3-K-Aktivitédtserhéhung fiihrt >°%7,39.646:650,

3.1.3. Substrate der ERK-1/2-Kaskade

Die Substrate der MAP-Kinasen-Wege sind sehr vielfdltig und umfassen im Zytosol
lokalisierte Proteine und nukleidre Transkriptionsfaktoren, durch deren Phospho-
rylierung die Expression veschiedenster Gene aktiviert werden. Im ERKs-Weg sind
die Phospholipase A2, die MAPKAP-K1/Rsk (MAPK-activated
Proteinkinase/ribosomal S6 kinase) °*, die MNKs (MAPKs interacting kinases) *",

) 652653 sowie der

die MSKs (mitogen- and stress-activated Proteinkinases
Transkriptionsfaktor Elk-1 %*%° die am besten charakterisierten Substrate der

Kinasen.

3.1.3.1. Phospholipase A2

Phosphorylierung eines Ser-Restes der Phospholipase A2 durch die ERKs fiihrt zur
Aktivierung ihrer Lipasereaktivitdt. Die Folge ist eine erhohte Freisetzung von
Arachidonsdure und Lysophospholipiden, die entweder unmittelbar als
Signalmolekiile wirksam werden oder Vorstufen sekundirer Botenstoffmolekiile
darstellen.

3.1.3.2. MAPKAP-K1/Rsk

Die MAPKAP-K1/Rsk ist nicht die eigentliche zytosolische p70 S6 Kinase, die allein
durch Insulin aktiviert wird, sie wird vielmehr durch die nachgeschaltete Position
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an den ERKs-Weg gleichsam durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert. Von den
MAPKAP-K1/Rsk konnten drei Isoformen isoliert werden. MAPKAP-K1a/Rskl,
MAPKAP-K1b/Rsk2 und MAPKAP-K1c/Rsk3. Die Aktivierung von
MAPKAP-K1/Rsk durch ERK-1/2 ist komplex. Zuerst erfolgt eine Anlagerung von
ERK-1/2 an einer sogenannten “docking side” einem Polypeptid (bestehend aus 43
AS) des katalytischen C-Terminus der Kinase. Nach der Anlagerung findet durch
Phosphorylierung der Aminosédure Thr573 eine erste Aktivierung der Kinase statt.
Danach wird am N-terminalen Ende Ser363 phosphoryliert, worauf eine trans-
Autophosphorylierung der zwischen-Termini-lokalisierten Aminosdure Ser380,
durch den C-Terminus folgt. Eine weitere Phosphorylierung in cis-Position der
Kinase (Ser221) kann entweder durch Autophosphorylierung oder durch die
Ser/Thr Kinase PDK-1 (3‘-phosphoinositide-dependent-kinase-1) erfolgen. Ist die
MAPKAP-K1/Rsk in ihren aktiven Zustand uberfithrt, so ist es die N-terminale
Doméne, die fiur die Phosphorylierung der ihr nachgeschalteten Substrate
verantwortlich ist. Thre Funktion ist unter anderem die Regulation des
Glycogenmetabolismus durch Phosphorylierung der G-Untereinheit einer Phospha-
tase-1, die wiederum die Glycogen-Synthetase dephosphoryliert und in ihren
aktiven Zustand iiberfiihrt. 5667958765665 Hine x-chromosomale (Xp 22.2) Erb-
krankheit, welche durch eine Deletion des Gens der MAPKAP-K1/Rsk

charakterisiert wurde, wird als Coffin-Lowry Syndrom bezeichnet.

Neben der Phosphorylierung verschiedener zytosolischer Kinasen durch
MAPKAP-K1/Rsk ist auch die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB
(cAMP response-element binding protein oder auch als ATF-2 = activating
transcription factor-2 bezeichnet) beschrieben. Die Inaktivierung von MAPKAP-
K1/Rsk geschieht ebenfalls durch Ser/Thr-spezifische Phosphatasen. Ein Hinweis,
dass MAPKAP-K1/Rsk ein Substrat des ERK-1/2 ist, gibt die Rangfolge der
Kinasen-Aktivierung. Die ERK-1/2 werden vor MAPKAP-K1/Rsk aktiviert und
wiederum konnen vollstindig inaktivierte MAPKAP-K1/Rsk durch ERK-1/2

reaktiviert werden.

3.1.3.3. Transkriptionsfaktoren

Die ERKSs wurden als Kinasen klassifiziert, die hauptsidchlich im Zytosol lokalisiert
sind. In diesem Zusammenhang kommt jedoch die Frage auf, wie die
Phosphorylierung von nukledren Proteinen, wie z.B. den Transkriptionsfaktoren,
durch MAPKs moglich ist. Immunzytochemische Untersuchungen erbrachten die
Erkenntnis, dass eine Translokation der Kinasen in den Nukleus stattfinden muss.
Dieses Phidnomen des "nucleocytoplasmic shuttling” ist reversibel und das

660,6

Versiegen des Signalstimulus terminiert diesen Vorgang. **%'. Pousségur und
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Kollegen zeigten, dass auch eine Sequestration der ERKs im Zytosol durch
Coexpression einer katalytisch inaktiven Form der MAPK-Phosphatase MKP3
keine Verminderung der Phosphorylierung einer zytosolisch konstruierten Elk-1
Mutante verursachte, jedoch eine ERKSs bedingte Gentranskription und der Eintritt
in die meiotische S-Phase der Zelle in diesen Experimenten ausblieb. Der
molekulare Mechanismus dieser Kinasen-Translokation ist nicht eindeutig
geklirt °*. Fukuda et al. vermuteten, dass inaktive ERKs vorerst im Zytosol, an
MEK-1 gebunden, zuriickgehalten werden. Erst nach einer MEK-1 katalysierten
ERKs-Phosphorylierung ist eine Dissoziation von ERKs aus dem Komplex mdoglich
und die zur Aktivierung notwendige Dimerisierung kann stattfinden. MEK-1 selbst
besitzt eine dauerhafte zytosolische Lokalisation, die durch eine Konsensussequenz
bestehend aus den Aminosdure 33-44 ("consensus nuclear export signal”) begriindet
ist. Sie verhindert einen Eintritt durch die Kernmembranpore ®. Untersuchungen
von Cobb et al. bewiesen, dass die Translokation der ERKs zum einen von der
Phosphorylierung und zum anderen von der dimeren Form abhingig ist. Ersetzt
man in Phosphoakzeptor-mutierten Fibroblasten Thr185 durch Ala und Tyr187
durch Phe, wird eine komplette Inhibition der nukledren Translokation von ERKs

verursacht. 611613614

Im Prozess der Transkription kénnen die Elementarschritte der Initiation,
Elongation und Termination unterschieden werden. Neben der spezifischen RNA-
Polymerase erfordert die Transkription noch die Mitwirkung zahlreicher Proteine,
die allgemein als Transkriptionsfaktoren bezeichnet werden. Entsprechend der
Beteiligung des Faktors auf einer bestimmten Ebene der Transkription erhilt er
seine nidhere Bezeichnung. Die Aktivierung von Elk-1 (Ser383, Ser389) erfolgt
durch die Phosphorylierung der nukleir translozierten ERK-1/2. Sie binden an die
“docking side”, die sogenannte D-Doméne des Transkriptionsfaktors (AS: 312-334).
Die Phosphorylierung erzeugt eine Konformationsverdnderung, die eine Bindung
des Transkriptionsfaktors, zusammen mit dem Serum-Response-Faktor (SRF), an
das Serum-Response-Element (SRE) induziert. SRE ist eine regulatorische Sequenz
des c-fos Promotors, die in vielen héheren Eukaryoten zu finden ist %4%%,
Zusammen binden SRF und SRE an das Polypeptid TCF (ternary complex factor),
einem Ets-Dominen tragenden Transkriptionsfaktor. ¢, Es folgt eine erhohte
Expression von c-fos, der zusammen mit dem Transkriptionsfaktor c-Jun ein Dimer
des Transkriptionsfaktorkomplex AP-1 bildet #7,

Die Beteiligung des Transkriptionsfaktors Elk-1 konnte im kardialen Bereich in
den pathologischen Veridnderungen der Hypertrophie und Ischdmie nach ERK-1/2
Aktivierung festgestellt werden ®"*°"®, Hierbei stimuliert Elk-1 durch Bindung an
Promotor-nahe DNA-Abschnitte die Transkription von Genen, die cis-regulato-
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rische, cAMP sensitive DNA-Elemente tragen. Der genaue Mechanismus der Elk-
1-stimulierten Transkription ist noch nicht bekannt, doch die Bestimmung der
translatierten Proteine erbrachte vor allem das ,early gene protein c-Fos.®”. Eine
Aktivierung von Elk-1 konnte ebenfalls durch die SAPKs/JNKs beobachtet werden
und zeigte somit ein weiteres Mal die Vernetzung der Signalwege der MAPKs

auf 654,680.

3.2. Der Stress-aktivierte MAPKs-Signalweg (JNKs/SAPKs und
p38 MAPKSs)

Die Kaskaden der Stress-aktivierten MAPKSs sind vor allem in die Zellantwort der
Stimuli:

» Apoptose-induzierende Stimuli %%681-6%

* Inflammation (proinflammatorische Zytokine der TNF-Familie, wie TNF-a,
Interleukin-1, CD40-, CD27- und Fas-Liganden, Aktivatoren des NF-kB) %%

e UV- und ionisierende-Strahlenirritation 32%44%700.701

* Hyperosmolaritét, Hitze "7

* Translationsinhibitoren (wie zum Beispiel Cycloheximid, Anisomycin)
383,581,696,704,707

* freie Radikale (ROS = reactive oxygen species) 9%310:703.681.708-710

* mechanischer "shear” Stress 5°55°7,579,711,712

* DNA zerstorende Chemikalien (z.B Topoisomerase Inhibitoren, alkylierende

Substanzen) **71%7*

sowie andere Stresssituationen involviert. In Hefen erfolgt die Aktivierung von
HOG1, dem Homolog zu p38-MAPK, bei Hyperosmolaritdt durch die spezifischen
Osmorezeptoren SLN1 und SHO1. Eine mechanische Membrandistorsion aktiviert
dabei die beiden Rezeptoren "*. Physikalische Einfliisse, wie UV-Strahlung
bewirken bei EGF-, TNFa- oder IL-Rezeptoren eine gedringte Formation der
Rezeptorstruktur. Dies fungiert als Signal der Rezeptor-Dimerisierung. Eine
weitere Moglichkeit des Signaleintritts von mutagen wirkenden Stoffen, wie z.B.
der verwendeten Chemotherapeutika in der Krebsbehandlung, ist die Auslésung
einer DNA-Schidigung "*. Der Grad der JNKs/SAPKs-Aktivierung durch UV-B
oder UV-C-Strahlung wurde nach der Anzahl der aufgetretenen DNA-Schadigung
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bestimmt. Uberraschend war hier die mogliche Aktivierung von Stress-aktivierten

Proteinkinasen ausschlieBlich in isolierten Zellen 2%,

3.2.1. Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen der JNKs/SAPKs und
p38-MAPKs (MKKs)

Bei den vorgeschalteten Proteinkinasen der Stress-aktivierten Proteinkinasen, den
MKKSs, konnten vier verschiedene selektiert werden. Es handelt sich hierbei um
MKK-3 und MKK-6, die die p38-MAPKs phosphoryliere "' und MKK-4 und 7, die
auch als JNKK1 /SEK1 und JNKK2 /SEK2 bezeichnet werden. MKK-4 und 7
regulieren JNKs / SAPKs durch Phosphorylierung an Thr183 und Tyr185 "7,
Sie bewegen sich in der Grof3enordnung von 35 bis 45 kDa und besitzen nicht, die
bei den MKK-1/2 beschriebene prolinreiche Sequenz, die zwischen den Subdoménen
neun und zehn eingeschoben liegt. MKK-6 besitzt in vivo wie auch in vitro die
Fahigkeit, alle Isoformen von p38-MAPK zu aktivieren, wogegen MKK-3 nur
p38-MAPK o/p zu aktivieren vermag.

Fiur MKK-4 konnte in vitro ein Phosphorylierungspotenzial fiir p38-MAPKs und
ERKSs beobachtet werden %", Dem Verhalten ihrer nachgeschalteten Substrat-
kinasen entsprechend, werden sie durch die gleichen Stimuli aktiviert, doch kann
man eine deutliche Differenzierung zwischen den MKK-4/7- und MKK-3/6-Stimuli
machen. MKK-4/7 wird vor allem durch inflammatorische Zytokine (TNF, IL-1),
ionisierende Strahlung und Chemotherapeutika (Anisomycin, Cisplatinum,
Adriamycin, Vinblastin, Etopside, u.a.) aktiviert. MKK-3 und 6 hingegen werden
bevorzugt durch hyperosmotische Schocksituationen stimuliert 7% Die
Aktivierungsstellen dieser Enzyme sind im Vergleich zu MKK-1, an der
Aminosdure Ser218 ebenfalls ein Serin, an Ser222 jedoch ein Threonin. Duale
Phosphorylierung durch Stress-aktivierte MAP Kinasen Kinasen Kinasen (MEKK
oder MKKK) ist notwendig, um Aktivierung zu erzielen "*"*, Die ”activation loops”
sind bei allen MKKXKs in der Subdoméne 8 der Kinase lokalisiert. Die MKKKSs der
Stress-aktivierten Proteinkinasen sind die Sdugetierhomologe der Hefekinasen
(S. cerevisiae) STE11p und STE20p "**™**. Weiterhin existieren die ”apoptosis-
signal-regulating kinase-1” (ASK 1), die TGF-B-activated kinase-1 (TAK 1) sowie die
“mixed lineage kinases“ (MLKs) und die "thousand and one“ Kinase (TAO 1/2).
MKK-4 und 7 werden von den MKKKs, MLK-2 und MLK3 phosphoryliert und
aktiviert ***™"7 Im Herzen werden MKK-3, -4 und -6 vor allem durch ASK-1
aktiviert.
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Tab. 1. Tabellarische Ubersicht der MEKK (Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
Kinasen Kinasen) und ihrer Substrate der MKKs (Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen Kinasen. ASK: apoptosis-signal-regulating kinase; MLK:
multilineare Proteinkinasen (mixed lineage kinases); TAO: thousand and one
Proteinkinase.

(?\EZ%%%?EE% :11:; %E{II{{KK; Substrat / Effektoren der MKKKs
MEKK1 MKK4, MKK7
MEKK2 MKK4, MEK1
MEKKS3 MKK4, MEK1, MKK3, MKK6
MEKK4 MKK4, MKK4, MKK6
ASK1 MKK4, MKK4, MKK6
TAK1 MKK4, MKK4, MKK6
MLK2 MKK4, MKK7
MLKS3 MKK4, MKK7
TAO1/2 MKK3

3.2.2. Die c-Jun-NH,-terminalen Proteinkinasen (JNKs)

Die Art der JNKs/SAPKs-Stimuli unterscheiden sich grundsitzlich von der des
MKK-1/2/ERKs-Weges, doch kénnen auch Wachstumsfaktoren, Transformations-
und Differenzierungsstimuli eine Aktivierung der Stress-aktivierten MAPKs
hervorrufen #7770 Dje Entdeckung der Stress-aktivierten MAPKs geschah
nach der von ERKs. Durch Injektion des Protein-Synthese-Inhibitors Cycloheximid
in Ratten entdeckte Kyriakis et al. zufillig neben der Aktivierung der p70 S6
Kinase auch die Aktivierung einer Ser/Thr Kinase, die vorerst MAP2 (microtubule-
associated protein-2) genannt wurde °*®. Nach nidheren Untersuchungen und der
Isolierung groflerer Mengen des Proteins benannte man die Kinase nach ihrem
Molekulargewicht p54-MAP2 Kinase. Um eine einheitliche Nomenklatur der
MAPKSs zu verwirklichen, beschridnkte man sich, wie bei den ERKs, auf die
Bennenung der Kinase nach den einwirkenden Stimuli. Man bezeichnete sie ab
sofort als Stress-aktivierte Protein-Kinasen, aber auch nach ihrem Hauptsubstrat
c-Jun, welches am NH,-amino-terminalen Ende phosphoryliert wird, als
c-Jun-NH,-terminale Kinase. Wie bereits bei den ERKs konnte weder die alleinige
Deaktivierung durch Tyrosin- oder Ser/Thr-Phosphatasen eine Verminderung der
SAPKs/JNKs-Aktivitdt bewirken. Dies erbrachte die Erkenntnis, dass eine
cokombiente Phosphorylierung von Tyr- als auch Ser/Thr-Resten zur vollstiandigen
Aktivierung der Kinase notwendig ist *** (Abb. 10).
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Abb. 10: Schematische Zusammenfassung der intrazelluldren Signaltrans-
duktionswege der Stress-aktivierten c-Jun-NH,-Proteinkinase (SAPKs/JNKs) nach
Aktivierung durch Wachstumsfaktoren-Rezeptoren (Rezeptor-Tyrosinkinase; RTK),
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und assoziierte Tyrosinkinase-Rezeptoren (TK).
PDGF: Platelet-derived growth factor; EGF: Epidermal growth factor; FGF:
Fibroblast growth factor; TNF o: Tumor-Nekrose Faktor o; IL-1: Interleukin-1; a, B,
y: Untereinheiten des G-Protein Rezeptors; P: Phosphorylierungsstelle; m-SOS:
mammalian son of Sevenless, sevenless-Gen in der Fruchtfliege; Grb-2-Protein:
Growth factor receptor binding protein; SHC: Src-Homolog; Ras-GEF: rat sarcoma-
guanine nucleotide exchange factor; Racl: Ras-related C3 botulinum toxin substrate
(small GTP-binding protein); Cdc42: cell division cycle 42 (GTP binding protein),
MLKs: mixed lineage kinases; GCKs: Glucokinases; ASK-1: apoptosis-signal-
regulating kinase-1; MKK-4/ MKK-7: Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase 4 und
7, Taxol: unspezifischer Inhibitor des SAPKs/JNKs Signalweges; c-Jun: cellular
sarcoma virus 17 oncogene homolog; ATF-2: activating transcription factor-2; AP-1:
Adaptor-related protein complex; CREB: c-AMP response element-binding protein
related; Ser: Serin; Thr: Threonin; Tyr: Tyrosin.
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Aufgrund der Unterschiede der Stimuluscharaktere sowie der nicht iiberein-
stimmenden Substratspezifitdten der ERKs und SAPKs/JNKs, wurde eine neue
Subfamilie der MAPKs deklariert. Die SAPKs/JNKs waren nicht in der Lage,
MAPKAP-K1/Rsk zu aktivieren, dagegen konnte eine Phosphorylierung von c-Jun
an den Serinresten 63/73 beobachtet werden. Drei Isoformen konnten bei den JNKs
unterschieden werden. Es sind JNK-1, JNK-2 und JNK 3, die iibereinstimmend mit
den Isoformen SAPK-a, -f, und -y sind. Die Kodierung erfolgt durch die drei Gene
SAPK-a /JNK-1, SAPK-g /JNK-2 und SAPK-y /JNK-3. Alternatives mRNA-Splicen
des C-Terminus der Kinasen erbrachte die Diversifikation von weiteren zehn
Isoformen. Vier Formen der JNK-1, vier der JNK-2 und zwei der JNK 3, die im
Molekulargewicht zwischen 45 und 57 kDa liegen, konnten bestimmt werden "°.
Wie auch die ERKSs besitzen die SAPKs/JNKs in der Sudoméne acht der Kinase die
katalytische Doméne mit der Phosphoakzeptorsequenz Thr-X-Tyr, wobei X im
Gegensatz zu ERKs die Aminoséure Prolin und nicht Glutamin darstellt ***%947%¢,

3.2.3. Die p38-Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (p38-MAPKSs)

Die p38-MAPKSs, das Sdugetier-Homolog der osmosensitiven HOG1 Kinase der Hefe
Saccharomyces cerevisiae (52%ige Aminosdurensequenzhomologie) wurde zuerst
als Protein isoliert, das durch Einwirkung des bakteriellen Endotoxins -
Lipopolysaccharid- aktiviert werden konnte. Gleichzeitig besass es die Fahigkeit,
das Protein MAPKAP-Kinase-2 sowie hitzestabile Proteine (HSP 25/27) mit dem
Molekulargewicht 25 und 27 kDa zu aktivieren "7°7.758 376702758764 (Apl 11). Vier
Isoformen der p38-MAPKs sind bekannt o, f,und 9, die auch als Stress-
aktivierte Proteinkinasen MPK2/SAPK2a, SAPK2b, ERK6/SAPK3 und SAPK-4
bezeichnet werden. Wie auch die vorherigen MAPKs besitzen die
p38-Proteinkinasen das Phosphorylierungsmotiv der Thr-X-Tyr-Konsensussequenz,
wobei die beliebige Aminosdure X bei den p38-MAPKSs durch die Aminoséure Glycin

eingenommen wird.

Die Lénge des gesamten “activation lip” ist unterschiedlich zwischen den drei
MAPKs-Subfamilien. Die ERKs besitzen eine Lidnge von 25 Aminosduren, die
JNKs / SAPKs nur 21 und die p38-MAPKSs sogar nur 19 Aminosduren. Sie liegt
jedoch bei allen zwischen den Subdoménen 7 und 8. >, Die Sequenz, welche
C-terminal P+1 des Phosphorylierungsrestes folgt, ist bei allen drei wiederum
gleich, es ist konsequent ihres iibereinstimmenden Erkennungsmotivs eine Ser/Thr-
Pro-reiche Sequenz .
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Abb. 11: Schematische Ubersicht der Signalkaskade der p38-MAPKs nach
Aktivierung durch Wachstumsfaktoren-Rezeptoren (Rezeptor-Tyrosinkinase; RTK),
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und assoziierte Tyrosinkinase-Rezeptoren (TK).
PDGF: Platelet-derived growth factor; EGF: Epidermal growth factor; FGF:
Fibroblast growth factor; TNF a:: Tumor-Nekrose Faktor o; IL-1: Interleukin-1; a,
B, v: Untereinheiten des G-Protein Rezeptors; P: Phosphorylierungsstelle; m-SOS:
mammalian-son of Sevenless, sevenless-Gen in der Fruchtfliege; Grb-2-Protein:
Growth factor receptor binding protein; SHC: Src-Homolog; Ras-GEF: rat sarcoma-
guanine nucleotide exchange factor; Racl: Ras-related C3 botulinum toxin substrate
(small GTP-binding protein); Cdc42: cell division cycle 42 (GTP binding protein);
MLKs: mixed lineage kinases; GCKs: Glucokinases; ASK-1: apoptosis-signal-
regulating kinase-1; MKK-3/MKK-5: Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase 3
und 5; MAPKAP-K2: Mitogen-aktivierte Proteinkinase aktivierte Proteinkinase;
MNK 1/2: mitogen-activated Proteinkinase-interacting serine/threonine kinase;
PRAK: p38-regulated/activated kinase; SB203580: spezifischer Inhibitor des p38-
MAPKs Signalweges; TCF/Elk 1: transcription factor/ETS-domain protein, HSP-
27: heat shock protein mit dem Molekulargewicht von 27 kDa; ATF-2: activating
transcription factor-2; MEF-2: MADS (yeast mating type-specific transcription factor
MCM1) box transcription enhancer factor; SRE: serum response element; CREB: c-
AMP response element-binding protein related; c-fos: FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene homolog; Ser: Serin; Thr: Threonin; Tyr: Tyrosin.
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Adamas et al. untersuchten an p38-MAPK -/- knockout Mé&dusen (Genlocus
Chromosom 6p21.3-p21.2) die physiologische Entwicklung von Embryonen. Einige
der Embryonen verstarben am Tag 11,5-12,5 der Tréachtigkeit. Die Ursache des
Todes lag zum einen in einer verminderten Herzgrofle sowie Missbildungen der
BlutgefiBe im Kopfbereich, jedoch vor allem in der insuffizienten Plazentation ab
der Trachtigkeitsmitte. Die Embryonen, welche lebend ausgetragen wurden, kamen
in einem reifen Entwicklungszustand zur Welt und zeigten normalen Habitus und
Organmorphologie. Alle Embryonen wiesen jedoch eine aplastische Form der
Anédmie auf, die aufgrund verminderter Erythropoese durch fehlende Expression
des Erythropoetin-Genes zum Tragen kam. Wiederum erbrachten Versuche an p38-
MAPK-defizienten hamatopoetischen Stammzellen eine p38-MAPK-unabhéngige
Signalvermittlung, ausgehend vom Erythropoetin-Rezeptor "°. Daher zogen die
Autoren den Riickschluss, dass bereits zum Zeitpunkt des Reifungsprozesses der
Erythropoese, d.h. zum Zeitpunkt der Stammzellevolution eine p38-MAPK

Vermittlung existieren muss "*.

Von groBBem Interesse war die Erkenntnis der Bindungs-Eigenschaft der p38-
MAPK-Isoformen o und § an Pyridinyl-Imidazolen, welche zur Substanz-Klasse der
antiinflammatorischen Pharmaka gehoren. Man bezeichnet sie auch als eytokine-
suppressive anti-inflammatory drugs (CSAIDs) """, Dass die Isoformen y und §
nicht an das CSAIDs SB203580 binden, liegt daran, dass sie anstatt der
Aminosdure Thr106 in der ATP-Bindungsdoméine der o -Isoform, Methionin
besitzen. Jedoch nur Threonin in dieser Position interagiert mit dem Fluor-Atom
des SB203580 Molekiils "+

3.2.4. Intrazellulire Regulatoren der Stress-aktivierten Proteinkinasen

3.24.1. Die kleinen regulatorischen GTPasen

Entsprechend der Ras-GTP Regulation des MKK/ERK-Signalweges existiert die
Familie der Rho-regulierten Kinasen, die kleinen regulatorischen GTPasen (small
G-proteins) bei den Stress-aktivierten Proteinkinasen 7% Mit ihren
Mitgliedern RhoA, Racl, Rac2 und Cdc42 gehoren sie zur Ras-Superfamilie. Sie
sind positive Regulatoren des JNKs/SAPKs und p38-MAPKs-Weges und beteiligen
sich an der Zytoskelettreorganisation. Rac und Cdc42 ™" fungieren insbesondere
als Regulatoren der Lamellopodien- und Filopodienbildung des
Zellmebranstrukturaufbaus. Ebenfalls bedingen sie die Erzeugung von reaktiven
Superoxidradikalen in phagozytierenden Zellen, sodass eine schnellere Phagozytose
erfolgen kann. Rho ist in der Formierung der Aktinfilamente und der Bildung des
kontraktilen Aktinringes bei der Zellteilung beteiligt ®®. Rac 1 und 2 besitzen eine
92%ige Sequenzhomologie. Alle genannten kleinen GTPasen sind Substrate von
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vielzdhligen Bakterientoxinen. So besitzt z.B das Clostridium botulinum-Toxin "
eine deaktivierende Potenz auf RhoA, indem die C3-ADP-Ribosyltransferase, die fiir
die aktivierende Phosporylierung von RhoA verantwortlich ist, blockiert wird.
Weitere inhibierende Toxine sind die Zytotoxine von Clostridium difficile, indem
durch Glykosylierung des Thr37 der RhoGTPase die Bindung zum Effektormolekiil
verhindert wird. Die Toxine von Pseudomonas aeruginosa, Salmonella und Yersinia
Subspezies fungieren als Exoenzyme und verdrdngen das Rho-Protein von seiner
Bindung zum nachfolgenden Substrat, d.h. sie wirken als GAP-like ”injected”
toxins. Ebenfalls existieren "small GTPases” aktivierende Substanzen. Zu ihnen
gehoren das zytotoxisch nekrotisierende Toxin (CNF), gebildet von Escherichia coli
sowie das Dermonekrotoxin (DNT) von Bordetella Subspezies. Diese Toxine
besitzen entweder eine Desamidase oder eine Transglutaminase im C-Terminus,
wodurch die intrinsische GAP-stimulierte GTP-Hydrolyse blockiert wird und die
GTPasen dauerhaft aktiviert bleiben ™",

3.2.4.2. Die PAKs und die MLKs

Die vermittelnde Funktion der kleinen GTPasen zwischen Rezeptor und MKKKs ist
nicht eindeutig gesichert. Die Interaktion mit den PAKs (p21Ras-activated kinases)
und direkt mit den Ras-Proteinen, was zur Translokation von Ras an die innere
Plasmamembran fiihrt, ist nachgewiesen. PAKs sind Enzyme, die Homologien zu
den Hefe-STE20-Kinasen besitzen und ein Gewicht von 60-70 kDa haben. PAKs
aktivieren in vivo wie auch in vitro JNKs/SAPKs und p38-MAPKs und werden
selbst durch GTP-Rac und GTP-Cdc42, jedoch nicht durch Rho-GTPasen zur
Aktivierung und Autophosphorylierung stimuliert. Es konnen vier Formen
unterschieden werden, PAK 1, PAK 2, PAK 3/fPAK und yPAK %77 Das humane
PAK 1-Gen kodiert fiir ein Polypeptid, bestehend aus 545 Aminosduren. Es konnte
eine 98%ige Homologie zur Ratten-PAK 1 und eine 52%ige zur Hefe-STE20-Kinase
festgestellt werden. PAKs werden ubiquitdr im Korper exprimiert, vermehrt
wurden sie aus Skelettmuskulatur, dem Herzen, der Leber, den Ovarien, dem
Thymus und der Milz isoliert ****",

Die Verbindung von PAKs zu JNKs/SAPKs erfolgt iiber die MKKs oder MLKs.
Versuche von Teramoto et al. mit dominant negativen MLK 3-Mutanten zeigten
eine Inhibierung des Signalschrittes von PAKs zu JNKs ?%?!'', Weitere Inter-
aktionen der PAKs-Proteine erfolgen mit der Phospholipase Cy und bei PAK 1 und
3 auch iiber die Adaptorproteine Ncks, im Speziellen iiber deren SH3-Doméne und
dem prolinreichen N-Terminus ****®, Ein Zielsubstrat der PAKs ist die Myosin-
Light-Chain-Kinase. Ihr Phosphorylierungsstatus erhohte sich signifikant in
neonatalen Hamster-Nieren-21-Zellen, die konstitutiv aktivierte PAKs expri-
mierten *%,
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3.2.4.3. Die Proteinkinase N

RhoA ist nicht in den PAK-Signalweg involviert, anstatt dessen existiert hier eine
Interaktion mit der Proteinkinase N (PKN). Diese Kinase besitzt ein Gewicht von
120 kDa und entspricht im Aufbau weitestgehend der PKC plus einem am N-
Terminus befindlichen Leucin-reichen Motivs, das im Rei3verschlussverfahren
(leucine-zipper-motif) in den N-Terminus eingefiigt ist *°*°". Durch die Bindung mit
RhoA erfihrt die PKN eine Aktivierung und Translokation nach einem Stress-
Stimulus vom Zytosol in den Nukleus. Dieser Vorgang ist die Voraussetzung fiir die
Rho-bedingte Aktivierung von JNKs/SAPKSs und p38-MAPKs.

3.2.4.4. Die ROKs

Versuche, die beiden Funktionen der kleinen GTPasen in den Aufbau des
Zytoskeletts und in die Aktivierung der Stress-aktivierten Proteinkinasen zu
differenzieren, erbrachte die Erkenntnis eines ungekoppelten Weges der beiden
Aktionen. Lamarch et al. und Joneson et al. untersuchten dabei die ROKs, RhoA-
binding kinases a und b. Dies sind Kinasen, die von allen drei Arten der kleinen
GTPasen als Substrat genutzt werden und nur bei der Zytoskelettformierung der
GTPasen agieren. Mutationen der ROKs erbrachten keine Beeinflussung des Rho,
Rac und Cdc42-vermittelten Signalweges der Stress-aktivierten

Proteinkinasen 4783808

3.2.5. Substrate des JNKs und p38-MAPKs-Signalweges

3.2.5.1. Der Transkriptionsfaktor c-Jun

Die Stress-aktivierten JNKs haben hauptsédchlich den Transkriptionsfaktor c-Jun
als Substrat. Sie binden an die N-terminale §-Transaktivierungsdoméne des c-Jun-
Proteins, die zwischen den Aminosduren 32 und 52 liegt und einen hydrophoben
Charakter besitzt. Die SAPKs/JNKs phosphorylieren die Reste Ser63 und Ser73 des
c-Jun, wodurch eine Hochregulierung der Phosphorylierungsintensitidt des
Transkriptionsfaktors und eine erhéhte Transkriptionsaktivitdt von Genen zu

beobachten sind, die durch c-Jun kontrolliert werden 5981081,

c-Jun bildet zusammen mit c-Fos den voll funktionsfdhigen und aktiven Trans-
kriptionsfaktorkomplex AP-1, da es allein nicht an den Promotor-Enhancer binden
kann. Diese funktionell bedeutsame Komplexbildung entsteht durch die Anziehung
von Leucin-Zipper-Wechselwirkungen der beiden Proteine *'**'® (Abb. 12).
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Es existiert eine kontroverse Diskussion dariiber, ob c-Jun und c-Fos und die
folgende Expression von Proteinen und Mediatoren, entweder Antreiber der
Infarktentstehung (Nekrose- und Apoptoseentstehung) darstellen oder ob die
Transkription der beiden Faktoren die Expression von Nekrose- und Apoptose-
hemmender Proteine und den Aufbau der Kardioprotektion der Zelle bedingen .

Colotta et al. beschrieben, dass Lymphozyten mit einem defizienten Wachstums-
faktor eine hohere Uberlebenschance besitzen, sofern c-Jun und c-Fos durch
Antisense Oligonukleotide blockiert wurden ®°. Andererseits fithrt das Uberangebot
von c-Fos zu einem Anstieg des apoptotischen Zellunterganges in B-Zellen und eine
Erhohung von c-Jun in Endothezellen ebenfalls zu vermehrter Apoptose. Diese
Ergebnisse konnten mit einer dominant negativen Mutante von c-Jun (TAM67)
bestétigt werden, da Endothelzellen mit TAM67, auch nach Aussetzung mit H,0,,
eines der stirksten apoptotisch wirkenden Agens, keine vermehrte Apoptose
zeigten. Daher wurde der Riickschluss gezogen, dass c-Jun eine auslésende
Signalwirkung auf den apoptotischen Zelluntergang besitzt. Die JNKs-Kaskade
bildet moglicherweise einen schiitzenden Signalweg gegen den genetisch
gesteuerten Zelltod. Dies konnte durch Versuche an neonatalen Myozyten
veranschaulicht werden, die nach Behandlung mit Anisomycin, einem JNKs-

Aktivator, vermehrte Apoptose zeigten °°>76:816817

Im Gegensatz dazu gibt es Studien mit c-fos und c-Jun knockout Madusen, in denen
kein vermehrter Zelltod durch Apoptose zu erkennen war, daher ist die
Notwendigkeit von c-Jun und c-Fos fiir Apoptose nicht gegeben. Weitere Studien
zeigten, dass die Uberlebenszeit von Zellen ohne c-Fos nach UV-Bestrahlung
drastisch verkiirzt war ##"°. Auch Versuche mit Fibroblasten, die aus c-Jun~ und
c-Fos”- knockout Méusen stammten, zeigten weniger Apoptose im Vergleich zu

820,821

Fibrozyten von Wildtyp-Mé&usen
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Abb. 12 Schematische Darstellung der Aktivierungswege der Trans-
kriptionsfaktoren der verschiedenen MAPKs. SAPKs: Stress-aktivierte Proteinkinase;
p38: MAPKs mit dem Molekulargewicht von 38 kDa; ERK: extrazelluliar-Signal-
regulierte Proteinkinase; TCF/Elk 1: transcription factor/ETS-domain protein;
ATF-2: activating transcription factor-2; MEF-2: MADS (yeast mating type-specific
transcription factor MCM1) box transcription enhancer factor; c-fos: FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene homolog; c-Jun: cellular sarcoma virus 17 oncogene
homolog; AP-1: activator protein; CD40: cluster of differentiation; FasL: cell surface
cytokine receptor Ligand (Apoptosis antigen ligand); E-Selectin: endothelial
leukocyte adhesion molecule; IL-2: Interleukin-2; TNF: tumor necrosis factor.

3.2.5.2. Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-aktivierte-Proteinkinase 2
(MAPKAP Kinase-2)

Die MAPKAP Kinase-2 ist das hauptséchliche Substrat der p38-MAPKs. Sie erfihrt
Aktivierung durch die Phosphorylierung an ihren Aminosduren Thr25, Thr222 und
Ser272 #? sowie durch Autophosphorylierung an Thr334. Aktivierung der
MAPKAP-Kinase-2 ist nur durch die p38-MAPK-Isoformen o und p moglich. Es
besteht keinerlei strukturelle Ubereinstimmung zur MAPKA-K1/Rsk, dem Substrat
der ERKs. Eine Aktivierung der MAPKAP-Kinase-2 durch ERKs konnte in vitro
nachgewiesen werden ***** obwohl keine Aktivierung der MAPKAP-Kinase-2 durch
den ERKs-charakteristischen Stimulus Insulin zu beobachten ist. Dies beweist,

dass dieses Substrat nicht zu den physiologischen Substraten der ERKs-Kaskade
gehort 08,
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Die MAPKAP-Kinase-2 besitzt wiederum die Funktion, das Hitze-Schock Protein 27
(HSP27) an den Aminosduren Serl5, Ser78 und Ser82 zu phosphorylieren "
Unphosphorylierte HSP 27 existieren als hochmolekulare Multimere, die nach
erfolgter Phosphorylierung in Mono- und Dimere dissoziieren und eine
Umverteilung vom Zytosol, gebunden an das Aktinzytoskelett erfahren. In Peroxid-
behandelten humanen Umbilikal-GefiBendothelzellen konnten Huot et al. **%*®
zeigen, dass diese Umverteilung der phosphorylierten HSP 27-Monomere eine
Reorganisation des F-Aktin zu Stressfasern, den Vorldufern der Myofibrillen

vermittelt und somit die Zellmotilidt fordert 6.

3.2.5.3. p38-regulierte/aktivierte Kinase (PRAK)

Ein weiteres Substrat des p38-MAPK-Weges ist die PRA-Kinase (p38-regu-
lated/activated kinase). Es handelt sich hierbei um eine Kaskaden-proximal
lokalisierte Serin/Threonin-Kinase mit einem Molekulargewicht von 50 kDa. Der
strukturelle Domédnenaufbau der Kinase dhnelt im NH,- wie auch C-terminalen
Bereich dem der MAPKAP-K2 **’. Ebenso wie die MAPKAP-K2 ist sie ein
spezifisches Substrat der a- und p-Isoformen der p38-MAPKSs und eine Inhibierung
durch CSAIDs ist moglich. Liegt PRAK nach Phosphorylierung der Aminosdure
Thr182 an ihrem ”acivation loop” in aktiver Form vor, so ist sie wiederum in der
Lage, HSP 27 zu phosphorylieren und somit zu aktivieren.

3.2.5.4. Die Transkriptionsfaktoren der p38-MAPKs-Kaskade

Zu den Transkriptionsfaktoren des p38-MAPK-Signalweges gehoren zum einen
NFAT (nuclear factor of activated T cells) und zum anderen ATF-2 und MEF-2, die
beide zur Aktivierung des AP-1 fiithren. NFATs werden nach einer
Phosphorylierung an funf bis sechs Seiten (Aminosduren 204-215) im Zytosol
zuriickgehalten. Die Phosphorylierung erzeugt eine Konformationsidnderung, die
eine Maskierung des nukledren Lokalisationssignals bedingt. Die Phosphorylierung
findet unter katalytischer Gegenwart der Casein-Kinase-Io oder der Glycogen-
Synthetase-Kinase (GSK)-3 durch p38-MAPK statt. Die Ca®-abhingige
Phosphatase Calcineurin dagegen bedingt eine Dephosphorylierung und ermdéglicht
damit die nukledre Translokation der NFATSs und eine gleichsame Erhéhung ihrer
Bindungsaffinitdt zur DNA. Die DNA-Bindungsstellen der NFATSs sind zumeist in
der Ndhe der AP-1 Promotorstelle, sodass eine kooperative Bindung und
synergistische Transaktivierung einer groflen Anzahl von Genen (z.B. IL-2, IL-4,
IL-5, ...) die Folge von NFATSs und AP-1 Aktivierung ist °"**?*%%° (Abb. 12).
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Der Transkriptionsfaktor MEF-2 gehort zur Familie der regulatorischen
DNA-bindenden-Proteine der Myogenese ****!, der Entwicklung des Nerven-
systems *** sowie der kardialen Entwicklung """, Insbesondere konnte hier eine
Beteiligung an der Entwickung des rechten Ventrikels gezeigt werden. Es erfolgte
eine Untergliederung der "Myocyte-specific enhancer factors” in MEF-2A, B, C und
D, die unterschiedliche Gewebspriferenzen aufweisen. Die stdrkste Expression
aller Faktoren erfolgt in der Skelettmuskulatur, im Gehirn und im Herz. Vor allem
MEF-2A und MEF-2C kommen im Herzen vor %°%°, MEF-2C wird an den beiden
Aminosduren Thr293 und Thr300 durch p38-MAPKSs phosphoryliert, ERK 5 bedingt
eine Phosphorylierung an Ser387, sodass man auch hier verschiedene
Aktivierungsschritte des Transkriptionsfaktors unterscheiden muss, denn sowohl
die zweifache Phosphorylierung durch p38-MAPKs als auch die einfache
Phosphorylierung durch ERK 5 ist in diesem Fall ausreichend.

Pollock und Treisman et al. klonierten eine cDNA des MEF2A-Proteins und sahen
durch ein erstes Screening humaner Skelettmyozyten des Musculus vastus lateralis
eine grofle Varianz von MEF-2-Bindungssequenzkopien. Die Bindung der MEF-2
DNA-Sequenzen an die Muskelzellen waren vergleichbar der myogenen Helix-loop-
Helix Proteine Myogenin oder Myo-D *°. Sie bezeichneten die MEF-2-Faktoren
daher als Mitglieder der RSRF (related to serum response factor). SRF beschreibt
eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die alle eine iibereinstimmende
Konsensussequenz der DNA-Bindungsdoméne besitzen, zu ihnen gehort auch
Elk-1 ¢ Der fos-Promotor wiederum besitzt ein cis-Element, ein ”serum
response element” (SRE). SRE bindet dann an heterodimere Transkriptions-
faktoren, die die beiden Polypeptide SRF und den ”"ternary complex factor” (TCF)
beeinhalten. TCF beeinhaltet wiederum die Familie der Ets-Doménen tragenden
Transkriptionsfaktoren, zu denen Elk-1 gehort °*. Somit ist der Kreis der
fos-Expression geschlossen, in den sowohl SAPKs-, ERKs- und
p38-MAPK-vermittelte Aktivierungen mit einflieBen ***.

Untersuchungen von Adams et al. zeigten bereits bei der Entwicklung der
kardiogenen Zone am Kopfende der Keimscheibe, wo durch Spaltbildung im
Mesoderm die hufeisenformige primére Perikardhohle und in ihr aus Splanchno-
pleura ldngsorientierte Zellstriange, d.h. Endokardschlduche entstehen, in MEF2A™
Tieren verdnderte Entwicklungsschritte. Mit Abfaltung des Embryos vom
Dottersack und als Folge der Lingskrimmung, dem Lingenwachstum und der
Formveridnderung konnen die einzelnen Abschnitte am Herzschlauch immer besser
differenziert werden. Unter anderem auch der Ventriculus primitivus, der die
Anlage der beiden Herzkammern darstellt. Als erstes Anzeichen der Trennung in

eine linke und rechte Kammer wird auBen der Sulcus interventricularis sichtbar.
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Endokardiale Verdickungen am Canalis atrioventricularis stellen die Vorstufen des
Septums dar. Mit zunehmender Ausdehnung der Kammerwand entsteht am Boden
des Ventrikels in der Ndhe der Herzspitze eine Muskelleiste, die als Septum
interventriculare mit konkavem Rand in das Lumen vordringt. Vor allem dieser
Vorgang ist bei den MEF-2A defizienten Embryonen nicht zu beobachten. Das
Septum verwichst hier nur unzureichend rechts von der Medianebene mit dem
hinteren Endokardkissen und das Foramen interventriculare ist stark vergrofert.
Das Foramen interventriculare, das normalerweise durch herunterwachsende
Leisten des Septum bulbi und durch die Vereinigung der Endokardkissen des
Ohrkanals verschlossen wird, bleibt zu einem grof3en Anteil unverschlossen, sodass
eine Offnung zuriickbleibt oder oftmals sogar ein einhshliges Herz ohne rechten
Ventrikel entsteht ™.

Die Bildung des AP-1, dem Activator-Protein-1, erfolgt durch ein Zusammenspiel
mehrerer Komponenten 6796981 “q h mehrerer Transkritionsfaktoren, die zuvor
phosphoryliert werden miissen **’ (Abb. 12). Die Transkriptionsfaktoren c-Jun,
c-Fos und ATF-2 besitzen alle Leucin in ihrer Sequenz, wodurch mittels Leucin-
Zipper-Verbindungen (c-Jun z.B AS: 283-311) Dimere, bestehend aus Jun-Jun,
Jun-Fos oder Jun-ATF entstehen, die zusammen Bestandteile des Komplexes
darstellen. Die SAPKs phosphorylieren c-Jun an den Aminosduren Ser63 und
Ser73. ATF-2 wird durch SAPKs aber auch p38-MAPKs an Thr69 und Ser71
phosphoryliert und somit in den aktiven Zustand iiberfithrt **® Jedoch ist die
Signaltransduktion insofern zu differenzieren, welcher Stimulus zur Aktivierung
der vorgeschalteten Kinase fithrte. So bewirken z.B nur die SAPKs eine ATF-2
Aktivierung wihrend der Reperfusionsphase einer zuvor ischidmischen Niere *%.
Dagegen ist die p38-MAPK die vorwiegend aktivierende MAPK von ATF-2 in der
Signalantwort einer IL-1 Induktion in Keratinozyten.

AP-1 ist ein wichtiger Transaktivator fiir eine Vielzahl von ”Stress-assoziierten”
Genen, zu denen z.B. auch die Gene der Zytokine IL-1 und -2 sowie des TNF zé&hlen.
Aullerdem wirkt AP-1 als einleitendes Element der Transkription von Proteasen
oder von Zell-Adhésionsmolekiilen wie dem E-Selektin, die vor allem in die

Zellantwort von Entziindungsprozessen involviert sind 3%,
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4. Myokardiale Ischimie

4.1 Definition und Formen der Ischimie

Myokardiale Ischdmie ist ein Zustand verminderter Durchblutung, in dem der re-
duzierte arterielle Blutfluss das Myokard nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff
versorgt, um einen metabolischen Wechsel von aerobem zu anaerobem Stoffwechsel
zu verhindern %% Man unterscheidet eine regionale bzw. relative Ischdmieform
von einer absoluten bzw. globalen. Bei einer absoluten Ischédmie ist die Blutzufuhr
vollstdndig unterbrochen. Abgesehen von experimentell bedingten Ischédmie-
zustédnden ist sie bei herzchirurgischen korrektiven Eingriffen von Bedeutung. Die
relative Ischdmie unterscheidet sich grundsétzlich von der absoluten darin, dass
das regional ischdmische Gebiet von einem gut perfundierten, im Falle des Herzens
kontrahierenden Gewebe umgeben ist. Bei Organen, wo eine kollaterale
Gefallversorgung gewédhrleistet, dass das regional ischdmische Gebiet zum Teil
mitversorgt wird, reicht die relativ vorhandene Blutzufuhr aus (20% der normalen
Blutzufuhr), um das Organ im Ruhezustand zu versorgen. Im Zustand besonderer
Anstrengung und Funktionsleistung ist die Blutzufuhr jedoch zu wenig. Es entsteht
der Zustand einer manifesten Mangelversorgung mit Ausfallserscheinungen und
folgender reversibler oder irreversibler Schiddigung des Gewebes. Das Myokard
besitzt je nach Spezies ein verschieden gut ausgeprigtes Kollateralnetztwerk. Des
weiteren reagiert es auch in der Situation von O,-Mangel auf Depolarisation mit
dem ”Alles-oder-Nichts-Gesetz”, d.h die Unfdhigkeit des menschlichen Myokards,
seinen Energieverbrauch der aktuellen Versorgung anzupassen, nimmt neben der
energetischen Erschopfung und der geringen Kollateralisierung eine der

Schliisselrollen in der Faktorenliste einer folgenden Infarktentstehung ein 28475,

4.2. Energetischer Myokardstoffwechsel unter physiologischen Bedin-
gungen

Normalerweise bezieht die Herzmuskelzelle ihre Energie tiber aerobe Stoffwechsel-
vorginge %°. Hierbei werden Glukose und Fettsduren in den Mitochondrien oxidativ
abgebaut und dienen der Synthese von ATP aus ADP und Phosphat *'. Ein
s~Kreatin-Phosphat-Shuttle“ transportiert in folgenden Schritten ATP in die Peri-
pherie der Zelle, wo es in verschiedensten Vorgéngen verbraucht wird %2,
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4.3. Energetischer Myokardstoffwechsel unter ischimischen Bedingungen

Das Stadium zu Beginn einer Ischdmie wird als anoxische Phase bezeichnet.
Innerhalb von 10-15 Sekunden nach Verschluss eines Gefdfles kommt es zu einer
Absenkung des pO, im Gewebe. Die Atmung der Mitochondrien wird behindert und
die Myozyten beginnen die anaerobe Glykolyse als Hauptlieferant fiir neue hoch-
energetische Phosphate zu nutzen **. Als Konsequenz sinkt der zellulidre Glykogen-
spiegel. In Abwesenheit von Sauerstoff kommt es zu einer Vervierfachung der
Milchsédurekonzentration und der intrazelluldre pH-Wertfillt massiv ab. Auch die
Kontraktilitéit stoppt bei Ischimie innerhalb dieser ersten Sekunden *°. Trotz der
Verdnderungen sind die Herzmuskelzellen noch immer lebensfihig. Sie befinden
sich zu diesem Zeitpunkt in einer sogenannten "Toleranzphase”. Wird innerhalb
dieser Phase das Gewebe reperfundiert, ist normalerweise kein bleibender Schaden
vorhanden und man spricht lediglich von der reversiblen Schéddigung einer
Zelle 856,857.

Unter fortschreitender Verminderung der Myofibrillenkontraktionen sind jedoch
unter diesen Bedingungen die Bestdnde des Herzmuskels an energiereichen
Phosphaten, wie Phosphokreatin und ATP vor allem in den Mitochondrien (Sitz der
Na'/K*-ATPase, Ca*-ATPase,..) drastisch vermindert ®°*®%  Akkumulierende
ADP-Reste werden vollstindig iiber die Adenylatkinasereaktion zu AMP abgebaut,
welches wiederum zu Adenosin und Inosin katabolisiert wird. Adenosin und Inosin
treten aus der Zelle aus und verursachen durch Phosphatabspaltung von
Adeninnukleotiden und Kreatinphosphaten einen signifikant ansteigenden
osmotischen Druck und einen irreversiblen Verlust von Nukleotid-Nukleosid-
Strukturen *°. Dauert die Anoxie linger als 30 min an und ist zu Beginn der
Reperfusion, d.h. zum Zeitpunkt der postischdmischen Phase in den Mitochondrien
zu wenig ADP vorhanden, kann eine Wiederbelebung des Energiehaushaltes der
Myokardzelle unméglich werden *%.

4.4. Osmolalitiat wiahrend der Ischimie

Das Sistieren des Milchsdureabbaus im Herzmuskel bei O,-Mangel und die weitere
Anhdufung von metabolischen Endprodukten, wie den freien Fettsduren und
Glycerol, verursachen einen Anstieg des intrazelluldren osmotischen Drucks *%.
Auch die Verdnderungen des Ionengleichgewichtes durch starken K*-Ionen Efflux
und konstanter intrazelluldrer Na*-Konzentration der ersten ischdmischen Phase
spielt eine entscheidende Rolle in der zelluldren Osmolaritétsregulation *'. In der
folgenden Ischdmiephase bedingt ein vermehrter Ca®*-Einstrom in die Zelle eine

Gegenregulation durch den Na*/H*-Protonenaustauscher. Die iiber diesen
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Mechanismus eingeflossenen Na*-Ionen aktivieren anschlieBend die Na*/Ca*-
Austauscher *®. Der konstante Konzentrationsanstieg kulminiert schlieBlich in

863 Es kommt zum vermehrten

einer Osmolalitdt von 100-120 mosmol/l
Wassereinstrom in das Zellinnere. Hinzu kommen weitere Schidden durch die
Aktivierung von Ca*-sensitiven Phospholipasen und Proteasen ****° Es beginnt
der irreversible Vorgang der Zellschwellung, d.h. ein Zellodem bewirkt eine massive
Zellmembranschiadigung, die bei energetisch erschopften Zellen unweigerlich zur
Ruptur fiihrt %°. Nun ist der “point-of-no-return” (Punkt ohne Wieder-/Riickkehr)
erreicht. Die irreverible Schiadigung der Zelle verhindert sowohl metabolische wie
auch strukturelle Regeneration der Zelle durch Gewebsreperfusion. Die zerstorte
Zellmembran fithrt zum Verlust von ATP, zur Hemmung der Glykolyse und zur

Akkumulation von Kataboliten 547867868

. Die steigende Antigenitdt durch
Zellbruchstiicke und eine hohe Ammoniakkonzentration aktivieren mehr und mehr
die zelluldre Abwehr (chemotaktischer Reiz der Ammoniumionen nach
Adenosindesaminierung). Es beginnt die Phagozytose der nekrotischen Zellen durch
864,865,869,870

Leukozyten

4.5. Weitere Indikatoren einer irreversibel geschidigten Myokardzelle

Weitere Parameter des beginnenden Zelltodes sind der Verlust der Zelle,
Nukleotidsynthese durchzufiihren, d.h. die Synthese von t- und mRNA kommt zum
Erliegen. RNA-spaltende Enzyme (5-Nukleotidase), welche bei geringstem
Energieangebot noch funktionsfdhig bleiben, zeigen weiterhin Aktivitit, sodass es
zur endogenen und exogenen Proteolyse der energieverarmten und energetisch
unausgeglichenen Zelle kommt. Des weiteren kommt es zu einer Zunahme des

Katecholaminspiegels im Zytoplasma °"".

Dies fiihrt zu einer gesteigerten
Noradrenalinkonzentration im extrazelluldren Raum. Die Gabe von f-Rezeptor-
blockern zeigte nur geringe therapeutische Erfolge, da sie die Katecholamine nicht
von den Rezeptorbindungsstellen verdriangen kénnen und sie nur unzureichend in
das ischdmische Gebiet gelangen °. Sekundire priventive Gabe von Betablockern
vor einem Koronarveschluss verminderte ebenfalls nicht die Inzidenz einer
2,848

Infarktentstehung
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5. Reperfusion

5.1. Definition

Unter Reperfusion versteht man den wiedereinsetzenden arteriellen Blutfluss in
ein zuvor ischdmisches Gebiet. Meist geschieht dies durch Wiederherstellung des
Lumens des okkludierten Gefédlles. Sie ist die Voraussetzung zur Erholung des
Gewebes vom ischdmischen Schaden. Keine Medikation konnte die Reperfusion in
ihrer Fahigkeit der Verhinderung bzw. Verminderung der Infarktentstehung
ersetzen, wenn vorhanden, konnte sie evtl. potenziert werden *”. Daher war und ist
die Thrombolyse, die letztendlich eine Reperfusion ermdéglicht, nach wie vor die
zuerst durchzufiihrende Therapie eines akuten Herzinfarktes *".

5.2. Energetischer und osmotischer Zustand wihrend der Reperfusion

Die erneute Sauerstoffversorgung des Gewebes reaktiviert die oxidative
Phosphorylierung in den reversibel geschiddigten Myozyten. Schon widhrend der
ersten drei Minuten rephosphorylieren die Mitochondrien das im Gewebe
akkumulierte AMP und ADP zu ATP . Die endgiiltige Auffiillung des durch
Ischdmie signifikant verringerten Adenosin-Nukleotid-Energiereservoirs erfolgt in
den folgenden vier Tagen durch langsame Reifungsprozesse der Adenosin-Vorldufer
des Myokards ®*"*. Die Reperfusion bedingt bei Zellen mit reversibler Schidigung ein
relativ schnelles Abpumpen von Wasser und Elektrolyten. Es kommt zu einem
Herauswaschen der Glykolysezwischenprodukte und deren Metabolisierung zu CO,
und H,0. Die Mitochondrienschwellungen gehen zuriick und die intrazelluldren K*-
Konzentrationen steigen auf prdischdmische Werte an. In diesen Verlauf der
Reperfusion ist die Einbindung des Natrium-Protonen-Austauschers (Na'/H'-
Exchanger, NHE) und dessen intrazelluldre Signalweitergabe zu beriicksichtigen.
Der in der Ischdmie und Reperfusion aktivierte NHE tauscht intrazellulédre
Protonen gegen extrazelluldre Natriumionen. Da der intrazelluldre pH-Wert
wéhrend der Ischdmie dramatisch absinkt, tauscht der aktivierte NHE, Na* mit H*
in einem Verhéltnis von 1:1 aus, sodass Na* vermehrt in den intrazelluliren Raum
gelangt. Dies fiihrt iiber eine intrazelluldre Natriumiiberladung und die
Aktivierung von Natrium-Kalzium-Austauschern zu einer Kalziumiiberladung der
Kardiomyozyten, insbesondere der Mitochondrien. Nach Fleckenstein et al. bedingt
die erhohte intrazelluldre Ca®>" Konzentration eine maximale Kontraktion, wodurch
alle Energiereserven vorzeitig erschopft werden. Erregungsleitungsstorungen und
Arrhythmien sind die oft lebensbedrohlichen Folgen dieses Zeitabschnittes der
Reperfusion *%.
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5.3. Reperfusionschidden

Die Frage nach der Existenz eines Reperfusionsschadens ist noch immer nicht
endgiiltig beantwortet. Klassischerweise unterteilt man die Reperfusionsschédden in
das myokardiale Stunning, die Reperfusionsarrhythmien und die letalen
Reperfusionsschiden. Zu beachten sind die Zeitspanne bis zum Reperfusionsbeginn
sowie die Existenz verschiedener Reperfusionsproblematiken. Reperfusions-
arrhythmien, bedingt durch ein schnelles Auswaschen des extrazelluldren K* und
einen schnellen Einstrom von Na* in die noch energetisch unterversorgte Zelle sind
stets zu beobachten. Diese Arrhythmien entstehen jedoch im nur reversibel
geschiddigten Myokard und stellen allein keinen Grund dar, eine irreversible
Schéadigung des Myokards zu verursachen.

Das Phdnomen des letalen Reperfusionsschadens unterscheidet die direkt
auftretende Nekrose von der zeitlich verzogerten Apoptose. Der nekrotische Zelltod
hat verschiedene Ursachen. Zum einen bewirken die Ca®**- und die O,-Zufuhr
wiahrend der Reperfusion ein zu schnelles Wiedererlangen des Energiepotenzials
bei noch zu hohen intrazelluldren Kalziumkonzentrationen #%*"’. Die Zelle wird zu
maximalen und kréaftigen Hyperkontraktionen animiert, wodurch es zu einer
ZerreiBungen der Myofibrillen-Zellmembran und einer mechanischen Zerstorung

878-880  Zum anderen gelangt durch den

des Sarkolemms kommen kann
wiedereinsetzenden Blutfluss saures Blut in den Gesamtkreislauf und der Zustand
einer metabolischen Azidose entsteht. Des weiteren stromt Kalium aus dem
intrazellulidren in den extrazelluldren Raum, die Folge ist eine Hyperkalidimie *'.
Durch den Myoglobinaustritt aus den toten Muskelzellen kommt es bei gréferen
Mengen zu Ausfédllungen im Tubulussystem der Niere und ein Nierenversagen
kann die Folge sein ®!. Die eigentliche Rolle des apoptotischen Zelluntergangs
wéhrend der Reperfusion wird noch kontrovers diskutiert und daher in vermehrtem
MaBe in einigen Arbeiten des MPI Bad Nauheims untersucht ***%* Beispielhaft
zeigten die Untersuchungen von Parks und Granger et al. an einem Katzenmodell,
dass nach vier Stunden Ischidmie das Gewebe weniger stark geschidigt war, als

nach drei Stunden Ischimie plus gefolgter Reperfusion von einer Stunde **°.

Durch die Biopsieentnahmen zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Experiments,
wobei Entnahmen auch wihrend der Reperfusion durchgefithrt wurden, konnten
die Verdnderungen der Aktivitdtszustidnde der MAPKs-Proteine ebenfalls wahrend
dieses Zustands untersucht werden.
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6. Myokardiales Stunning

Das ,myokardial stunning® beschreibt den Zustand anhaltender Dysfunktion der
Zelle wihrend der Reperfusion. Bereits nach kurzen Verschliissen tritt der Effekt
auf und dullert sich in einer ldnger andauernden (bis ca. 48 Stunden), regional
begrenzten, reversiblen kontraktilen Dysfunktion des zuvor ischdmischen
Myokards %% Bei einigen reversibel geschédigten Zellen bleibt trotz des relativ
schnellen Abpumpens des angesammelten Wassers und der Elektrolyte ein
intrazelluldres Odem noch iiber mehrere Stunden nach Reperfusionseintritt
bestehen ®*®. Als Ursache des Phidnomens werden unter anderem folgende
zelluldren Mechanismen diskutiert: 1) Storung der Kalziumhomeostase durch die
Aktivierung Ca®*-abhéngiger Proteasen **°, 2) Anstieg der freien Radikale und 3)
Schidden am kontraktilen Apparat **°®*%?. Die Myokardzellen sind jedoch nach
einiger Zeit wieder in der Lage, sich physiologisch zu kontrahieren. Hierbei sind
weder Zellnekrosen, noch licht- und elektronenmikroskopisch nachweisbare
Veridnderungen des ischdmischen reperfundierten Myokards zu erkennen *%,

7. Myokardialer Infarkt

Der Myokardinfarkt ist ein durch Koronarinsuffizienz bedingtes "territoriales
Mangel-Versorgungsgebiet® des Herzens. Findet ein ausgedehnter Gewebs-
untergang eines ganzen Wandabschnittes statt, so spricht man von einem
transmuralen Infarkt. Ist nur ein begrenzter Wandbereich nekrotisiert, so handelt
es sich um einen subendokardialen, rudimentédren oder auch Teilschichtinfarkt. Die
Sterblichkeit betriagt 20-40% und trotz einer Friihrehabilitation besteht eine starke

Rezidivneigung *'¢.

Beim Mensch liegt dem Herzinfarkt in der Regel eine arteriosklerotische
Erkrankung der Herzkranzgefdfle zugrunde. Das klinische Bild des Myokard-
infarktes ist durch unterschiedliche, z.T. stark wechselnde Symptome
charakterisiert. In der Mehrzahl der Fille ldsst sich eine Myokardinfarkt-Trias
nachweisen: Herz(Thorax)schmerz, Blutdruckabfall und Tachykardie. Fiir die
Diagnose eines frischen Infarktes sind neben typischen Elektrokardiogramm-
Verdnderungen auch die Konzentrationsverdnderungen bestimmter Enzyme im
Blutplasma von Bedeutung. Hierzu gehoren vor allem die Creatin-Phosphokinase
(CK), die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und die Lactat-Dehydrogenase
(LDH) **.

Histopathologisch betrachtet ist ein Infarkt eine Gewebsnekrose, die im Gefolge
schwerer ortlicher arterieller Durchblutungsstérung entsteht. Man unterscheidet
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verschiedene Manifestationsformen, einen weillen / andmischen Infarkt von einem
roten / hdmorrhagischen Infarkt. Aufgrund der entsprechenden arteriellen Blut-
gefdBversorgung im Herzen, d.h. durch das Vorhandensein funktioneller
Endarterien, kommt es hier zum anidmischen Infarkt *°. Dieser Infarkttyp entsteht
durch eine dauerhafte, vollstdndige Verlegung der Endarterie. Ebenfalls ist diese
Infarktform in der Niere, in der Milz oder im Gehirn zu beobachten. In seiner Form
ist er meist kegelférmig und breitet sich von subendokarial nach subepikardial aus.
Hierfiir ist die unterschiedliche Latenz der betroffenen Myokardregionen verant-
wortlich. Um das Infarktareal befindet sich oftmals eine hdmorrhagische Randzone
(ischemic border zone). Der zentrale Bereich des Infarktes stellt eine homogene

Koagulationsnekrose dar, in seiner Peripherie schlieft sich ein Odem an ',

Die angesprochenen Determinanten der Infarktentstehung sollen hier in ihren

einzelnen Auswirkungen dargestellt werden:

1) Die Grope des Versorgungsgebietes der verschlossenen Gefille. Die Relation,
dass der Verschluss einer groflen Arterie zu einem groferen Infarkt fiihrt, als
der Verschluss eines kleineren Gefdf3es muss zuerst durch den Vergleich der den
GefidlBlen zugrunde liegenden relativen Gewebsperfusionszonen gepriift werden.
Es hat sich gezeigt, dass unter Einbeziehung der Bezugsgroflen Durchmesser
des GefdlBles, transportierte Blutmenge, Anzahl der existierenden
Kollateralgefidfle und GroBle des perfundierenden Areals, die Infarkte nach
Verschluss eines groflen Gefdlles relativ grofler sind, als die nach Verschluss
eines kleineren. Grund dafiir sind zum einen die hdmodynamisch ungiinstigen
Verhéltnisse in groflen Infarktgebieten und zum anderen die relativ giinstige
Restdurchblutung von kleineren ischimischen Gebieten 2.

2) Die Verschlussdauer steht in enger Abhéngigkeit zu einer weiteren

8% Man kann daher nie eine feste

Determinante, der Kollateraldurchblutung
Zeitgrenze wihlen, die auch innerhalb einer Spezies zum gleichen Ausmal} des
Verschlusses fiihrt. Der Mensch nimmt im Vergleich zu verschiedenen Tierarten
eine geméafigte Stellung ein, d.h. werden in einer Grafik Verschlussdauer gegen
InfarktgroBe aufgetragen, so nimmt die Kurve des Menschen nahezu einen
gradlinigen Verlauf, die ihren Endpunkt bei finf Stunden Verschlussdauer und
einer InfarktgroéBe von ca. 80% der ischidmischen Zone erreicht 7%, Selbst der
Vergleich zwischen verschiedenen Nagetieren zeigt grofle Unterschiede, so ist es
am Herzen des Meerschweinchens, welches ein gut ausgeprégtes
Kollateralnetzwerk besitzt, geradezu unmdoglich, einen Infarkt durch
Koronarverschluss zu erzeugen. Das Kaninchen und die Ratte dagegen weisen
schon nach einer Verschlusszeit von einer halben Stunde maximale

InfarktgroBen von 100% auf. Das Schwein und der Hund zeigen einen steilen
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899 Uberschreitet die Dauer des

Anstieg nach der ersten halben Stunde
Verschlusses jedoch die Zeit von 1,5 Stunden, so ist die erreichte Infarktgrofle
beim Schwein von 90% und beim Hund ca. 60% auch nach weiteren vier

Stunden kaum zu steigern %',

8. Nekrose

8.1. Definition, Ursache und Vorkommen der Nekrose

Die Nekrose wird durch zellschéddigende, unphysiologische externe Einwirkungen,
wie Hypoxie, Hitze, Viren, Bakterien, mechanische Noxen (Druck), membran-
schiddigende Gifte (Sdureverdtzungen) oder auch Strahlungen ausgelost. Sie wird
als der intravitale, passive und energieunabhiingige Zelltod bezeichnet *.
Typischerweise wird die Nekrose durch Prozesse wihrend der Ischdmie ausgelost
und folgt dem eigentlichen Zelltod. Bemiihungen, den Zustand des Zelltodes
wéhrend der Ischdmie durch Schwellung (griech. onkos; Onkose) zu beschreiben,
setzten sich jedoch nicht durch %,

Nekrose fithrt zum Erloschen aller Zellfunktionen, eingeschlossen der
Energiebildung und Synthesefdhigkeit. Durch die Einstellung der Energiebildung,
d.h. der oxidativen Phosphorylierung und die Umstellung auf anaerobe Glykolyse,
verschiebt sich der pH-Wert der Zelle, durch die Anreicherung von Laktat in den
sauren Bereich. Gekennzeichnet ist die Nekrose durch Zytoplasmaschidigung,
Zellhydrops mit Mitochondrienschwellung und der Auflésung aller
Membransysteme. Der Glykogengehalt der Zelle nimmt stark ab und es zeigen sich
Fettphanerosen. Der Kern zeigt Wandhyperchromasie, ist pyknotisch oder durch
Karyorrhexis oder Karyolyse gekennzeichnet. Durch die einsetzenden
Membrandefekte ist die Zelle nicht mehr in der Lage, ihren Elektrolythaushalt zu
kontrollieren, sodass Kalzium- und Natriumionen in das Zellinnere einstromen. Die
Konzentrationsverschiebung bewirkt ein Anschwellen der Zelle bis zur
Membranruptur. Dadurch dringen auch lysosomale Hydrolasen (Proteasen) nach
auBen, die chemotaktische Wirkung auf Entziindungszellen besitzen ***. Die
Nekrose betrifft meist einen gesamten Zellverband, Einzelzellnekrosen sind
dagegen seltener. Zellnekrose kann an allen Zellen beobachtet werden, jedoch
zeigen Zellen mit hohem Energiebedarf, wie die Herzmuskelzelle eine héhere
Inzidenz zur Entstehung der Nekrose als Zellen mit ruhender oder geringer
Stoffwechselleistung, wie z.B. Fibrozyten. Ein nekrotisch gewordenes Zellgebiet
wird durch eine Entziindungsreaktion abgegrenzt. Mediatoren dieses Abgrenzungs-
und Reparaturvorgangs sind vor allem Prostaglandine, die hyperdmisierend und
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chemotaktisch auf Granulozyten und zuséitzlich pyrogen wirken. Eine narbige
Organisation der Nekrose kann nach Auflésung granulozytdrer Hydrolasen,
Resorption durch Makrophagen und lymphogenem Abtransport ausheilen. Ist diese
Organisation nicht moglich, so geschieht entweder eine bindegewebige,
abgekapselte Demarkation des nekrotischen Gebietes, die nach und nach

organisiert wird oder als Sequester abgelost in der Kapsel eingeschlossen
bleibt %9,

9. Apoptose

9.1. Definition, Ursache und Vorkommen der Apoptose

Unter Apoptose versteht man den Untergang einer Zelle, indem sie den aktiven,
energiekonsumierenden Prozess eines genetisch gesteuerten und programmierten
Zelltodes durchlduft. Dieser physiologisch bedeutsame Prozess ist erstmalig von
Flemming et al. im Jahre 1885 an Siugetierfollikeln beobachtet worden *°. Es sind
eine ganze Reihe von exogenen und endogenen Substanzen gefunden worden, die in
einer Zelle Apoptose induzieren konnen. Hormone und Toxine sowie Bakterien-
toxine oder antigene Chemotherapeutika zdhlen zu diesen ausléosenden Faktoren.
Aufgrund des aktiven Prozesses, der der Apoptose zugrunde liegt, muss sich das
Energieniveau der Zelle noch auf einer ausreichend hohen Stufe befinden, welches
zuldsst, ATP-Reserven zu verbrauchen. Je nachdem welche Funktion eine Zelle
besitzt, reagiert sie mit unterschiedlicher Empfindlichkeit auf ein
Apoptosesignal "%, Zellen des Blutsystems bediirfen nur eines schwachen
Signals, um die Apoptosekaskade zu starten. Zelltypen des Nervensystems oder des
Herzen, die nicht regeneriert werden konnen, bediirfen dagegen eines sehr starken
Signals zur Aktivierung der Apoptose **.

Schon in den 80-iger Jahren wurden Experimente durchgefiihrt, in denen mittels
Ischimie Nekrose induziert wurde *®’. Erst zu einem spiteren Zeitpunkt wurde

deutlich, dass Ischimie auch Apoptose auslésen kann °'°,

In verschiedenen
Arbeiten, vor allem am Nervensystem und Gehirn, aber auch am Herzen wurde
dieser Zustand beschrieben °''. Es herrschte die Diskussion dariiber, ob Ischidmie
alleine Apoptose auslosen kann oder ob Apoptose nur in Verbindung mit
Reperfusion zu beobachten ist **2. Physiologisch fungiert die Apoptose als Gegen-
spieler der Proliferation und spielt in der embryonalen Entwicklung in Form von
Riickbildungsschritten eine groBe Rolle ?*®. Bei verschiedenen Erkrankungen durch
irreguldre Hemmung oder Stimulation der Apoptose der Zellen kann sie jedoch

auch lebensbedrohliche Leiden verursachen **. Morphologisch erkennt man bei
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apototischen Zellen: Fragmente im Zytoplasma, Erhéhung der Zytoplasmadichte,
Zellschrumpfung / keine Schwellung, Chromatin-Kondensation mit Ansammlung
am Rande der Kernmembran und Fragmentierung der DNA. Im weiteren Verlauf
lost sich die Zelle aus ihrer Umgebung und es erfolgt Karyorrhexis. Schlieflich
zerfillt die Zelle in eine Vielzahl kleiner membranumhiillter Kérperchen (apoptotic
bodies), die ohne beginnende Entziindungsreaktion von den Nachbarzellen
phagozytiert werden °*°. Apoptose ist zumeist an Einzelzellen zu beobachten. Fiir
das Entstehen der Apoptose nach Ischidmie gibt es unterschiedliche
Erkldrungsmodelle, zum einen kann sie durch Sauerstoffradikale induziert werden.
Produziert durch das Enzym Xanthinoxidase, erzeugen diese
Zellmembranschéddigungen durch Lipidperoxidation. Zum anderen stellt die
Ca?-Uberladung der Zelle ein Startsignal des Apoptosemechanismus dar. Durch die
vorhandene Schiddigung der Membran und der folgenden Blockade der
Membranrezeptoren kann das gestartete Programm der Zellzerstérung ihren Lauf
nehmen, ohne gestoppt zu werden.
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III. MATERIAL UND METHODEN

1. Allgemeine Chemikalien und Lésungsmittel

Soweit es in der Ausfiihrung nicht besonders erwidhnt wird, wurden alle
verwendeten Losungsmittel und Chemikalien in p.A.-Qualitdt (d.h. von hochstem
Reinheitsgrad) bezogen. Die Auflistung der im Einzelnen verwendeten Chemikalien
erfolgt unter den jeweiligen Abschnitten und wird im Anhang im Speziellen
aufgefiihrt.

2. Besondere Reagenzien zur Tiermedikation

2.1. Narkotikaherstellung

2.1.1. Material

a-Chloralose (1,2-0-(2,2,2-trichloroethylidene)-a-D-glucofuranose), Andsthetikum,
von Sigma, Deisenhofen

Borax Natriumtetraborat, Losungsmittel der a-Chloralose, von Sigma,
Deisenhofen

2.1.2. Methode

12 g a-Chloralose und 8 g Borax wurden in 200 ml physiologischer Kochsalzl6sung
auf dem Magnetrithrgerit bei 90°C gelost. Es entstand eine gelblich triibe Losung.
Da beim Losungsvorgang auch immer f-Isomere der Chloralose entstehen, diese
jedoch in ihrer narkotischen Wirkung minder potent sind, wurde die auf 50°C
heruntergekiithlte Losung durch einen Mikrofilter abfiltriert, sodass eine klare,
hellgelbe Losung entstand, die keine f-Isomere mehr enthielt. Das Narkosemittel
wurde wihrend des gesamten Versuchsablaufes auf eine Temperatur von 50°C

erwidrmt und nach Bedarf nur in geringer Menge in den Perfusor eingefiillt *'%°'".
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2.2. Besondere Reagenzien zur systemischen und intramyokardialen

Applikation am Tiermodell

Actinomycin-D _-Sar _-Sar
Actinomycin IV; Actinomycin C1, L- F|’ro L- Meval L- F|’ro L- Meval
von Sigma RBI, Deisenhofen. D- val D- val
e -~ . -~
CyuH N0, (MW: 1255,4) L-Th\[\ ;T“f
o=C C=0
N NH,
0 O
CH, CH;

PD98059

2-(2-Amino-3-methoxyphenyl)-
4H-1-benzopyran-4-one
(MEK-1/2 Inhibitor), von Sigma
RBI, Deisenhofen.

C,H,.NO, (MW: 267,28)

mf\wj/ows

SB203580

4-(4-fluorophenyl)-2-[4-8methyl-
sulfinyl)phenyl]-5-(4-pyridyl)
imidazole], spezifischer Inhibitor
der p38-MAPK, von Alexis
Biochemicals, Griinberg.

C,,H,,N,FOS (MW: 377,4)

Taxol

Baccatin I1I; N-benzyl-
phenylisoserine Ester, Synonym:
Paclitaxel; von Sigma, RBI,
Deisenhofen.

C,,H,,NO,, (MW: 853,92)

U0126

1 4-Diamino-2,3-Dicyano-1 4 bis
(2-Aminophenyl-Thio) Butadiene,
ERK-1/2-Inhibitor) von Alexis
Biochemicals, Griinberg

C,.H,,N,S, (MW: 380,5)
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2.3. Herstellung der Testsubstanzlésungen

2.3.1. Material

Die unter Abschnitt 2.2. genannten Wirkstoffe wurden hier verwendet. Zuséatzlich
benutzten wir Dimethyl-Sulfoxide (DMSO) von Sigma, Deisenhofen und
Krebs-Henselleit-Puffer, um die Substanzen zu losen und schliefllich in die
Endverdiinnung zu tiberfiihren.

Krebs-Henselleit-Puffer: 110,0 mM NaCl
2,6 mM KCI

1,2 mM KH,PO,

1,2 mM MgSO,

10,0 mM HEPES

110,0 mM Glukose

2.3.2. Methode

Verschiedene Konzentrationen bei mikroinfusieller Gabe

Actinomycin-D, PD98059, SB203580, Taxol und UO126 wurden in folgenden
Potenzen verabreicht.

* Actinomycin-D: 12,5 uM; 25 yM und 50 zM

* PD98059: 6,25 uM; 12,5 uM; 25 uM und 50 uM
* SB203580: 40 nM

* U0126: 50 nM; 50 xM und 50 mM

¢ Taxol: 50 nM und 100 nM

Die Ausgangslosungen wurden durch das Losen von 1 mg der Substanz in 1 ml
DMSO hergestellt und in 20 xl Einzeldosen bei -20°C eingefroren. Die weitere
Verdiinnung erfolgte in 10 ml Krebs-Henselleit-Puffer (KHB). In der
Endverdiinnung war maximal eine Konzentration von 0,1% DMSO enthalten.

Dosierung bei systemischer (intravenoser) Gabe

Actinomycin-D, SB203580, Taxol und UO126 wurden systemisch verabreicht. Auch
hier erfolgte zuerst ein Losen in DMSO.

* Actinomycin-D wurde in einer Dosierung von 0,12 mg und 0,05 mg/kg KGW
gegeben. Das Losen der gesamten Menge in 0,1 ml DMSO war moglich.
Daraufhin wurde auf das Volumen von 50 ml mit KHB aufgefiillt.
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* SB203580 wurde in einer Dosierung von 0,17 mg/ kg KGW infundiert. Die
Menge wurde in 0,1 ml DMSO gelost. Des weiteren wurde wie unter
Actinomycin-D-Angaben verfahren.

* Taxol wurde in einer Dosierung von 0,17 mg/ kg KGW verabreicht. Das Losen
erfolgte zuerst auch in DMSO und in der weiteren Verdiinnung mit KHB.

* UO126 wurde in einer Dosierung von 0,25 mg, 0,22 mg oder 0,12 mg/kg KGW
appliziert. Die Menge wurde in 0,1 ml DMSO gelost und wie unter
Actinomycin-D-Angaben weiterverdiinnt.

3. Tiermodell

Es wurde ein in vivo Modell der regionalen Ischdmie durchgefithrt. An
anésthesierten, beatmeten Schweinen wurde nach midsternaler Thorakotomie
durch Okklusion der linken Koronararterie ein Vorderwandinfarkt induziert.

Die Studie des hier beschriebenen Tierexperiments sowie die
Versuchsdurchfithrung erfolgte nach Prifung und Genehmigung durch das
bioethische Komitee des Veterindrdezernats des Regierungspriasidiums Darmstadt.
Alle Tiere wurden unter tierschutzrechtlichen Gesichtspunkten gemél
Tierschutzgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBI.
Jahrgang 1998 Teil I, Nr. 30, S: 1106 fff.) ordnungsgemal behandelt. Die Versuche
erfolgten unter Aufsicht des Leiters des Tierversuchsvorhabens,
Prof. Dr. med. Dr. h.c. W. Schaper und nach Absprache mit dem Tierschutz-
beauftragten und Tierstalleiter Prof. Dr. med. vet. F. Pierau.

3.1. Material

3.1.1. Versuchstiere

Fur die Versuche wurden méinnliche-kastrierte Lauferschweine der Deutschen
Landrasse (DL) mit einem Korpergewicht zwischen 29 kg und 45 kg verwendet. Die
Tiere wurden von einem Aufziichter aus Hungen-Obbornhofen bezogen. Der
Bestand ist frei von den meisten wirtschaftlich wichtigen Infektionserregern und
wird regelmissig diesbeziiglich kontrolliert *’. Nach zweiwéchiger Einstallung im
institutseigenen Hof wurden die Tiere in den Versuch genommen. Die Tiere wurden
in dieser Zeit mit einem Gerstenschrot-Haferkleien-Gemisch zweimal pro Tag
gefiittert. Wasser stand den Tieren per Nippeltrianke zur freien Verfiigung. Der
Transport der Tiere zu den Versuchsrdumlichkeiten dauerte ca. 10 min und erfolgte
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in Rolltransportboxen in einem Autoanhénger. Eine Erholungsphase des Tieres von
mindestens einer Stunde wurde eingehalten, bevor die Pramedikation, des Tieres,
erfolgte. Eine Kontrolle der rektalen Korpertemperatur wurde vor Versuchsbeginn
durchgefiihrt. Tiere mit einer Koérpertemperatur von iiber 39,5°C wurden nicht in

den Versuch genommen.

3.1.2. Medikamente

Piritramid wurde von Janssen Pharmaceutica (Meckenheim) bezogen. Ketamin
wurde bei Medistar GmbH (Holzwickede) bezogen. Die Lieferung von
Heparin 25000 erfolgte durch Roche (Grenzach-Wyhlen). Natriumbikarbonat- und
Natriumchlorid-Infusionslésung (0,9%) wurde von B. Braun (Melsungen) bezogen.

3.1.3. Operationsinstrumente

Siehe Anhang Kapitel VIII, Abschnitt 1..

3.2. Methoden

3.2.1. Priamedikation und Narkose

Die Pramedikation der Versuchstiere erfolgte mit 2 mg/kg KGW Piritramid
(Dipidolor®) per intramuskuldrer Gabe und individuell mit 20-25 mg/kg KGW
Ketamin 10%ig intramuskulédr, 30 min vor Versuchsbeginn. Die Vollnarkose wurde
mittels Bolusgabe von a-Chloralose 25 mg/kg KGW und Ketamin 10%ig in einer
Dosierung von 15 mg/kg KGW intravenos durch einen Venenverweilkatheter
(Vasodrop, 20 G, 1,0 x 0,75 mm) in die Ohrvene eingeleitet. Aufrechterhalten wurde
die Narkose durch eine kontinuierliche, intravenése Dauermedikation von
a-Chloralose (25 mg/kg/h). Die Dosierung wurde je nach individueller Vertrig-
lichkeit, der Reflexauslosbarkeit und den gegebenen Kreislaufverhéaltnissen des

Versuchstieres variiert.
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Versuchs-
gruppe
l.

I , smische Ischamie Reperfusion

entweder
systemisch oder
intramyokardial

Ischéamie Reperfusion
60° 60°

Ischamie  Reperfusion
60°

entweder
systemisch oder
intramyokardial

co1 Cco2 Ischamie  Reperfusion
10° 10° 40° 60°

V.
nder | CO1 Cc02 Ischdamie  Reperfusion
VI. anz | 10° 10° 40° 60°
Ischamie  Reperfusion
VII. leubak 40° 60°

Abb. 13: Darstellung der Versuchsprotokolle der sieben Tierversuchsgruppen.

; : e . CO: Koronarokklusion
Passmmaie®l | Index Ischémie | Reperfusion .
P onditionierunc RP: Reperfusion

Systemische Infusion systemische intramyokardiale Infusion Biopsie-
des Losungsmittels Infusion der der Testsubstanz oder entnahme
(KHB/DMSO [ 0,1%)]) Testsubstanz des Ldsungsmittels

(KHB/DMSO [ 0,1%)])
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3.2.2. Operationstechnik

Es erfolgte eine Intubation des Schweines mittels Endotrachealtubus nach Tracheo-
tomie. AnschlieBend wurden die Tiere an ein pressluftgesteuertes Beatmungsgerit
angeschlossen und mit 3 I/min Raumluft und 0,5 I/min Sauerstoff beatmet. Es
wurden weitere 0,5 ml Piritramid intravenos appliziert und das Tier mit physiolo-
gischer Kochsalzlosung (0,9% NaCl) iiber den gesamten Versuchszeitraum infun-
diert. Unter kiinstlicher Beatmung wurden im Halsbereich beidseitig die Arteria
carotis communis und Vena jugularis interna aufgesucht und freiprdpariert. Nach
Sektion der V. jugularis interna wurde rechterseits ein zentralvenoser Katheter
eingefiihrt. Uber diesen erfolgte die weitere Applikation des Anssthetikums und der
isotonischen Elektrolytlosung. Beinhaltete das Versuchsprotokoll die systemische
Gabe eines Test-Pharmakons (Abb. 13), musste zusitzlich die linke Jugularvene
kaniiliert werden und per Katheter erfolgte dann hier die systemische Applikation
der zu testenden Substanz.

Nach Priaparation der beiden Arteriae carotis, erfolgte die Inzision der linken
Arterie und das Einfiihren eines arteriellen Katheters. Die kaniilierte linke Arteria
carotis wurde iiber einen mit 0,9% NaCl gefiillten PVC-Schlauch an einen Statham-
transducer angeschlossen und iiber ein Druckmessgerit somit invasiv der Blut-
druckmessung zugédnglich gemacht. Es wurden der arterielle und der links-
ventrikuldre Blutdruck gemessen. Zuséatzlich wurden die Tiere an ein EKG-Gerit
angeschlossen. Es wurden drei Ableitungen (nach Einthoven) abgeleitet und mit
Hilfe eines Laborrechners aufgezeichnet.

Anschlielend erfolgte die Eroffnung des Brustkorbes durch eine mediane
Sternotomie. Dazu wurden mit einem Elektrokauter die Haut und das Bindegewebe
iiber dem Sternum von der Apertura thoracica bis zum Cartilago xyphoideus
durchtrennt, evtl. entstandene Blutungen aus Hautgefdf3en wurden mit Hilfe eines
Elektrokauters gestillt. Mit einer Schere wurde das Zwerchfell unterhalb des
Xyphoidknorpels durchstoflen und mit dem Finger die Pleura thoracalis abgelost.
Mit einer Knochensidge wurde nun das Sternum angeségt und anschlieend mit
einer Sternumschere in seiner gesamten Linge durchschnitten. Mittels Thorax-
spreizer konnte das Brustbein gespreizt werden und der Zugang zu dem
darunterliegenden Herz wurde freigegeben. Die Blutungen auf den Schnittflachen
des Sternums wurden mittels des Elektrokauters oder mit Knochenwachs verodet.
Das Perikard wurde kreuzformig inzisiert und die entstandenen vier Enden mittels
Permahandseide an das subkutane Bindegewebe fixiert. Somit kam das Herz in
dieser Aufhidngung leicht angehoben zum Liegen.
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Abb 14:

(A) Schematische Darstellung des Koronargefifisystems der Facies auricularis eines
Schweineherzens (RV: rechter Ventrikel, LV: linker Ventrikel). In der Farbe Rot
(gestrichelt) ist die Arteria coronaria sinister sowie ithr Ramus circumflexus
eingezeichnet. Gefiilltes Rot zeigt den Ramus interventricularis paraconalis (RIP)
der Arteria coronaria sinister sowie den proximalen und distalen Kollateralast und
die Nebendste. Das blaugestrichelt dargestellte Gefifs zeigt die Vena cordis magna,
die in gefiilltem Blau in die Vena interventricularis tibergeht und in ihren End- und
Begleitisten endet. Der griine Pfeil zeigt die Lokalisation des Okklusions-
mechanismus des RIP mittels Umstechungsnaht und eingefiadeltem gelben Knopf.
Quelle: modifiziert nach Nickel-Schummer-Seiferle; Anatomie der Haustiere *.

(B) Fotografische Darstellung eines Injektionspriparats der Koronararterien des
Schweines nach Befiillung mit Kontrastmittel. Quelle: Schaper et al. **

Anschlielend wurde der Ramus interventricularis paraconalis (RIP) der linken
absteigenden Koronararterie aufgesucht und derart prédpariert, dass mit einer
Umstechungsnaht der Blutfluss gedrosselt werden konnte. Der RIP wurde im
proximalen Drittel mit einem Seidenfaden (USP 2-0; 3 metric, Nadel-Faden-
kombination, mit 3/8 schneidender Nadel von 2,4 cm Léinge und Prézisionsspitze) in
einem kreisformig gefithrten Bogen umstochen. Auf die beiden Fadenenden wurde
ein Plastikknopfchen aufgefddelt, welches zwei Bohrkanéle aufweist, die auf der
Unterseite je eine Offnung haben und auf der Oberseite in einer gemeinsamen
Offnung miinden. Danach wurden etwa vier Zentimeter Infusionsschlauch iiber die
Fadden geschoben. Mittels Arterienklemme wurde nun der Schlauch gegen das
Knopfchen geschoben und dieses damit gegen den RIP gepresst (Abb. 14A, B und
15A-C). Die Koronararterie konnte somit reversibel verschlossen werden, sodass
Reperfusionszyklen den Okklusionsperioden direkt folgen konnten.
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Abb. 15: Fotografien der Versuchsdurchfiihrung. (A) Das Bild zeigt das Einfiihren
und Platzieren des arteriellen Katheters in die linke Arteria carotis. Die Fixation des
Katheters erfolgte mittels zweier Seidenfiden am kaudalen Ende des Katheters mit
dem Gefifs. (B) die Fotografie zeigt den Vorgang der Umstechung des Ramus
interventricularis paraconalis (RIP). (C) das Bild demonstriert den Verschluss des
RIP durch das Plastikknopfchen und den daraufgepressten Plastikschlauch.
Deutlich gestaute Gefifle sind zu erkennen. (D) zeigt die lokale Mikroinfusion in das
zu erwartende ischamische Myokard. Die Infusion erfolgte mittels acht feiner
Nadeln, die mit PVC-Schliauchen verbunden waren wund durch eine
Mikroinfusionspumpe bestiickt wurden.

3.2.3. Lokale Mikroinfusion in das zu erwartende ischdmische Myokard

Distal der gesetzten Umstechungsnaht wurden bei Versuchen mit lokaler
Mikroinfusion des Pharmakons acht diinne, sehr feine Nadeln (26 gauge) paarweise
in das zu erwartende ischdmische Myokard (= Risikogebiet [RG]) von basal nach
apikal gesetzt. Sie hatten eine Léange von ca. vier mm und reichten vom Epi- zum
Endokard. Die Nadeln waren iber Infusionsschlduche (non-sterile Polythene
Tubing, 0,40 mm ID) an eine Mikropumpe angeschlossen und die zu untersuchen-
den Substanzen wurden mit einer Fordergeschwindigkeit von 20 yl/min fiir die
jeweilig verschieden langen Zeitintervalle (Abb. 12) in das Myokardgewebe
infundiert °*® (Abb. 15D und Abb.16). Uber drei Nadelpaare erfolgte die Applikation
der Substanz, iiber das vierte basale Nadelpaar wurde nur das Losungsmittel als
Kontrolle infundiert. Die Dauer der Mikroinfusionen war variabel und betrug
zwischen 15 und 60 Minuten eines Vorlaufes plus weiterer Gaben innerhalb der
Versuchsprotokolle.
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Okklusions- o .
ztigel Mikroinfusionspumpe
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Abb. 16: Schematisierte Ventralansicht eines Schweines nach midsternaler
Thorakotomie. Herzschema: RV: rechter Ventrikel, LV: linker Ventrikel, RG: Risiko-
Gebiet. Darstellung des Okklusionsmechanismus des Ramus interventricularis
paraconalis (RIP): Z: Okklusionsziigel, K: Klemme, PS: Plastikschlauch, KN:
Knopfchen. Darstellung der Mikroinfusionsapparatur: N: Mikroinfusionsnadel, S:
PVC-Mikroinfusionschliauche. Schema der EKG-Ableitung mit P-Welle,
QRS-Komplex und T-Welle.

3.2.4. Versuchsprotokolle

Nach Stabilisierung der gemessenen hidmodynamischen Parameter und einer Gabe
von 5000 I.LE. Heparin wurde mit den Versuchsprotokollen begonnen. Es wurden die
unter Tabelle 1 aufgefiihrten Blutparameter (Tab. 1) in einer arteriellen Blutprobe
gemessen und je nach Ergebnis durch Regulation der Beatmung oder evtl. durch die
Gabe von Natriumbikarbonat korrigiert.
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Tabelle 1:

Blutparameter des Schweines.

Tabellarische Aufstellung der Normalwerte der arteriell bestimmten

Sédure/Base- und Sauerstoff-Parameter
pH 7,35 - 17,45
pCO, [mmHg] 35 - 45
pO, [mmHg] 75 - 100
CHb [g/dl] 12-18
FCOHD [%] 94 - 97
FMetHb [%] 0,0-1,5
FHHbD [%] 0,0-5,0

Elektrolyte [mmol/l]

Na* 135 - 148
K* 3,5-5,3
Ca** 1,15-1,40
Cr 98 - 106

Auf diesen variablen Teil des Versuchsprotokolls folgte bei den Versuchen mit
Prikonditionierung entweder ein Prikonditionierungszyklus von zweimalig 10 min
Ischdmie und 30 min Reperfusion (Pridkonditionierungsprotokoll 1) oder 10 min
Ischdmie und 10 Minuten Reperfusion (Prdkonditionierungsprotokoll 2; Abb. 12
und Tab. 2).

Im Anschluss an die zweite Reperfusionsphase der Prdkonditionierung wurde
durch 40 miniitiges oder 60 miniitiges Unterbinden des Ramus interventricularis
paraconalis (Indexischdmie) ein Infarkt gesetzt. Auftretende Ventrikelfibrillationen
wurden durch einen Defibrillator behoben, wobei mit zunehmender Haufigkeit der
Fibrillationen die Energie von 100 Joule auf 350 Joule gesteigert wurde.

Hieran schloss sich eine 60 miniitige Reperfusionsphase an, um eine Demarkierung
des nekrotischen Gewebes zu ermdoglichen. Je nach Ergebnisdokumentation erfolgte
die in Abschnitt 3.2.6. beschriebene in vivo Farbung des Herzgewebes oder
alternativ die Entnahme von Mpyokardstanzbiopsien. Diese wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten des Vesuchsverlaufes (Abb. 12 und Tab. 2) entnommen
und fiir anschlieBende biochemische Gewebsuntersuchungen verwendet.
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3.2.5. Entnahme von Myokardbiopsien

3.2.5.1. Material

¢ Drillbiopsiestanze (unter Vakuum gehaltener Hohlbohrer, KaVo Dental GmbH,
Biberach / Riss, kleine Verdnderungen durch hauseigene Fertigungen der Fein-
mechanikwerkstatt)

e Rohrchen mit Schraubverschluss (15 ml und 50 ml Falcons, Greiner-Labor-
technik, Solingen)

e fliissiger Stickstoff

¢ Vakuumpumpe (Gilford-Instruments, Berlin)

3.2.5.2. Methode

Fir die biochemischen Untersuchungen (s. Abschnitt 5. und 6.) wurden mittels
einer Drillbiopsiestanze kegelférmige Myokardbiopsien von ca. 80 mg Gewicht aus
dem Applikationsareal der Mikroinfusionsnadeln sowie Kontrollgewebe entnom-
men. Die Drillstanze war an eine Vakuumpumpe angeschlossen, die ein Vakuum
von 15 mm Hg aufbaute, sodass die Biopsie bei der Entnahme in den Stanzkolben
angesaugt wurde und danach schnell mittels Druckluft (2 bar/cm2) in einen
Behilter mit fliisssigem Stickstoff (-196°C) ausgeblasen und schockgefroren wurde.
Kontrollgewebe fiir die Testsubstanzapplikationsareale stellten das zu erwartende
ischdmische Gebiet ohne Substanzapplikation, das Gewebe mit alleiniger
Losungsmittelinfusion sowie Gewebe aus dem Nicht-Risiko-Gebiet (NRG) des
linken und rechten nicht-ischdmischen Ventrikels dar. Es wurden verschiedene
Zeitpunkte gewédhlt, um Biopsien zu entnehmen. Die erste Biopsieentnahme
erfolgte vor der Substanzapplikation, danach erfolgte sie nach Abschluss der
Applikation, d.h. vor der Ischdmie und weiterhin zu verschiedenen Zeitpunkten des
Versuchsprotokolls (Abb. 12; eingezeichnete gelbe Pfeile markieren die Zeitpunkte
der Biopsieentnahme).

3.2.6. In vivo-Farbung des Myokardgewebes

3.2.6.1. Material

spezielle Losungen und Substanzen

Fluoreszein (Sigma, Deisenhofen)

Kaliumchlorid-Losung, 20%ig (Sigma, Deisenhofen)
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PBS (pH7,4) 80,0 g NaCl
2,0 g KCI
11,5 g Na,HPO,
2,0 g KH,PO, ad 11ddH,0

Tween 20 (Sigma, Deisenhofen)

Zink-Cadmium-Sulfid orange-fluoreszierende Mikrosphéren (Duke-Scientific Corp.,
AC Leusden, Niederlande)

Instrumente

Siehe Anhang, Kapitel VIII, Abschnitt 1..

3.2.6.2. Methode

Als Reperfusionsmarker wurde in der 45. Minute der letzten (d.h. dritten bei
vorgeschalteter Priakonditionierung) Reperfusionsphase (RP III) Fluoreszein (10%ig
in NaCl) intrakardial in den rechten Ventrikel injiziert. Somit wurden alle
durchbluteten Bereiche des Tieres gelb gefidrbt. Diese Farbung diente in der
Infarktzone in Form eines Reperfusionsmarker. In der 60. Minute der RP III
wurden der RIP reokkludiert und die Aorta mittels Aortenklemme verschlossen.
Zur Darstellung der Abgrenzung von Risiko-Gebiet (RG, jenes Gebiet, welches
durch Okklusion ischdmisch war) und Nicht-Risiko-Gebiet (NRG, Gebiete des
linken Ventrikels, die wdhrend der Okklusion blutperfundiert waren) wurden 0,5 g
orange-fluoreszierende Zink-Cadmium-Sulfid gekoppelte Mikrosphédren (Durch-
messer von 2-15 yM) in den Bulbus aorticus verabreicht. Die Mikrosphiren wurden
in 10 ml physiologischer Kochsalzlésung und 0,01% Tween 20 gelost. Danach
wurden einige Kontraktionen abgewartet, die ausreichend waren, um die
Mikrosphéren in die Koronargefidfle zu beférdern. Der Versuch wurde nach dem
Vertiefen der Narkose mit einer intravenésen Bolusgabe von 25,0 mg/kg KG
a-Choralose und anschlieBender Verabreichung von 1,5 ml/kg KG einer 20%igen
Kaliumchloridlosung durch elektromechanische Entkopplung und resultierendem
Herzstillstand beendet. Danach wurde das Herz entnommen und durch
mehrmaliges Waschen mit PBS blutleer gespiilt. Die gesamte Versuchsdauer
betrug von Beginn der Pramedikation bis zur Entnahme des Herzens maximal
330 min.
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Tab. 2: Die Tabelle zeigt die Einteilung der Versuchsgruppen I-VII sowie die
Zuordnung der jeweiligen Substanz, der Applikationsform, die Gesamtzahl der
untersuchten Tiere in den Gruppen, die Anzahl der davon biopsierten Tiere und die
minimalen und maximalen Korpergewichtsgrenzen der Tiere (KG) in
Kilogrammangabe (kg).

Versuchs- Testsubstanz Applikations- | Tieranzahl |Tiergewicht [ | Tieranzahl
gruppe form biopsiert kgl untersucht
v Actinomycin-D syst. 7 33-39,5 14
VI Actinomycin-D syst. 6 36-42 16
VII Actinomycin-D i. myok. 8 35-45 17
v PD98059 i. myok. 6 34-42 15
VII PD98059 i. myok. 8 29,5-37,5 16
II SB203580 syst. 7 32-46 15
II SB203580 i. myok. 6 31-43 12
II1 SB203580 syst. 5 38-42 12
VI SB203580 syst. 8 30-39,5 16
VII SB203580 i. myok. 4 34,5-38 11
v Taxol syst. 5 36-46 7
v Taxol i. myok. 5 33,5-42 9
VI Taxol syst. 3 30,5-37,5 7
VII Taxol i. myok. 5 36-44 9
v U0126 syst. 7 31-42 16
v U0126 i. myok. 6 36-44 15
VI U0126 syst. 6 29-40 18
VII U0126 i. myok. 5 27-38 13
I KHB/DMSO syst. 4 32-44 15
II KHB/DMSO i. myok. g
II1 KHB/DMSO syst. 4 30-39 12
v KHB/DMSO syst. 6 37-42 15
v KHB/DMSO i. myok. *
\Y% KHB/DMSO syst. 5 35-40 10
VII KHB/DMSO i. myok. *

syst.:  systemische Applikation
i. myok.: lokale intramyokardiale Infusion

* Jeweils 1 Nadelpaar mit KHB/DMSO
bei den Testsubstanzversuchen
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4. Herzaufarbeitung und in vitro-Fiarbetechnik

4.1. Material

Spezielle Losungen

Formaldehyd 4%ig, (Sigma, Griinberg)

PBS (pH 7,0)

2,3,5-Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (2,3,5-TTC), (Sigma, Griinberg)
Gerite

Siehe Anhang Kapitel VIII, Abschnitt 1..

4.2. Methode

Am entnommenen Herzen wurden der rechte Ventrikel und der Atrialbereich voll-
standig abpréapariert. Der verbleibende linke Ventrikel wurde durch Ausstopfen mit
Gazetupfer in eine runde Form gebracht und fir 20 min bei -80°C gefroren.
Anschlieend wurden die Tupfer entnommen und im rechten Winkel sechs
Scheiben geschnitten. Danach wurden die einzelnen Scheiben gewogen. In den
Versuchen mit lokaler Mikroinfusion wurde die Schnittfithrung so gewéhlt, dass
auf der basalen Schnittfldche jeder Herzscheibe ein Nadelpaar steckte und der
Anschnitt den Querschnitt der Diffusionsbereiche der Nadeln enthielt. Es
entstanden vier Herzscheiben ungefidhr gleicher Dicke (2 cm), die fiinfte, die Basis-
Herzscheibe, beinhaltete die Okklusionsstelle.

4.2.1. TTC-Farbereaktion und Fotografie der Herzscheiben

Die Scheiben wurden unter UV-Licht bei 366 nm von beiden Seiten fotografiert und
darauffolgend fiir 20 min in 1%iger TTC-Losung (gelost in in PBS, pH 7) im
Wasserbad bei 37°C ein weiteres Mal gefiarbt. Bei diesem Féarbeschritt war es
notwendig, die Scheiben im Becherglas auf einem Glasstab durch die Lumina der
Scheiben aufzureihen, sie auf diese Weise zu fixieren und somit in einer
bestimmten Reihenfolge zu ordnen. Danach wurden die Scheiben fiir mindestens
sechs Stunden in einer 4%igen Formaldehydlosung fixiert. Nach diesem Féarbe- und
Fixiervorgang wurde jede Scheibe von beiden Seiten erneut unter UV-Licht, unter
Weilllicht sowie mittels Doppeltbelichtung unter UV- und Weilllicht abgelichtet,
indem die Scheiben zwischen zwei Glasplatten gepresst wurden (Abb.17, 18 und
19).
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basale Seite der
Herzscheibe

apikale Seite der
Herzscheibe

Abb. 17: Schematische Darstellung der Herzaufarbeitung. Der linke Ventrikel (LV)
wurde vom rechten Ventrikel (RV) septal abgetrennt. Danach wurden das Herzohr,
der atriale Bereich und Teile des LV bis zur Okklusionsstelle abprapariert.

Anschlieffend folgte das Schneiden der sechs Herzscheiben distal der
Okklusionsstelle.

H+Cl -
reduziertes @N_N—C:N—NH @
Substrat
Triphenylformazan

Dehydrogenase Diaphorase

oxidiertes A/\\-/ = o
Substrat \/I{I
{ { N E }

2,3,5-TTC

Abb. 18: Farbereaktion des 2,3,5-Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (2,3,5-TTC-
Farbstoffes). NAD* = Nicotinamidadenindinucleotid.
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Abb. 19: Die vier abgebildeten Herzscheiben verdeutlichen die einzelnen Schritte
der Farbemethode. (A) Herzscheibe nach in vivo-Farbung mit Fluoreszein und
Mikrosphiren. Fotografie unter UV-Licht (366 nm); [Blende: 2,8 mit 1 sec
Belichtung]. NRG: Nicht-Risiko-Gebiet = Gebiet des linken Ventrikels, welches nicht
ischamisch war. RG: Risikogebiet = okkludiertes Gebiet des linken Ventrikels.
(B) Doppelbelichtete Herzscheibenfotografie unter UV-Licht (366 nm) [Blende: 2,8
mit 1 sec Belichtung] und Weiflicht [Blende: 8 mit 1/15 sec Belichtung], nach in
vivo-Farbung mit Fluoreszein und Mikrosphiaren und folgender in vitro
TTC-Fiarbung.

(C) Herzscheibe nach Farbeschritt des Bildes B. Fotografie einfach belichtet unter
UV-Licht (366 nm). (D) Herzscheibe nach Farbeschritt des Bildes B. Fotografie
einfach belichtet unter Weifllicht [Blende: 8 mit 1/15 sec Belichtung]. A: TTC-rot
gefirbtes, nicht-nekrotisches Myokard im RG. B: TTC-ungefirbtes, nekrotisches
Myokard im RG.
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4.2.2. Auswertungsmethodik und Ergebnisdokumentation

Die Auswertung der Herzscheiben erfolgte nach dem Einscannen der Fotografien.
Die gescannten Bilder wurden mittels eines Computer-Messprogrammes plani-
metriert und das prozentuale Verhéiltnis des Risikogebietes (RG) zum
Nicht-Risikogebiet (NRG) mit Hilfe eines Kalkulationsprogrammes ermittelt. Um
die GroBle der Scheibe als Faktor miteinzubeziehen, wurde das Scheibengewicht
(wt) in die Formel eingefiigt (Abb. 20).

iwh G+ IGs:
wilG & LVa+LVs
WIRG iwh "RGu + RGs

et LVa + LVs

Abb. 20: Die Abbildung zeigt die Formel der Infarktgroffenberechnung.

IGr [%] = 100

IGr: Infarktgrofle [%] wt: Herzscheibengewicht [g]

wtlG: gewichtskorrigiertes Infarktgebiet  wtRG: gewichtskorrigiertes Risikogebiet
IG: Infarktgebiet [cm®] RG: Risikogebiet [cm’]

LV: Linker Ventrikel [cm®] k: Anzahl der Herzscheiben

A: apikale Herzscheibenseite B: basale Herzscheibenseite

5. Allgemeine Verfahren der Proteinbiochemie

5.1. Bearbeitung des Biopsiematerials

5.1.1. Material

Die unter Abschnitt 3.2.5. beschriebenen Biopsie-Proben wurden bei -80°C gelagert
und anschlieend aufgearbeitet.

Speziell verwendete Homogenisierungs-/Extraktionspuffer:
Extraktionspuffer A:

mM Tris-HCl
mM Saccharose
mM DTT

mM EGTA
mM EDTA
mM PMSF

mM Natriumorthovanadat
mM NaF ad 100 ml ddH,O pH 7,4

DN
Q1N

-

~

~

~

coorrRROS
oRumocoooo

=
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Extraktionspuffer B:

mM Tris-HCl

mM Saccharose

mM DTT

mM EGTA

EDTA

mM KCl1

mM Natriumorthovanadat

mM PMSF

mM NaF ad 100 ml ddH,O pH 7,4

=
)
S DN

~

=

~

coocorRRHDS
curocococooo

=

-

Extraktionspuffer C:

mM Tris-HCI

mM KCI

mM DTT

EGTA

%  Triton-X-100
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5.1.2. Methode

Je nach GroBle der Probe wurden 500 - 1000 ul des gekiihlten Extraktionspuffers
(Puffer A) zu der Probe gegeben. Die mit dem Drillbohrer entnommenen Biopsien
wurden mit einem Glashomogenisator zerkleinert bis eine homogene Loésung
entstand. Grolere Gewebestiicke wurden zuerst (unter stdndiger Zugabe von
flussigem Stickstoff) mit einem Porzellanmorser zermahlen und anschlielend mit
dem Extraktionspuffer (A) homogenisiert. Die homogenisierten Proben wurden
anschlieBend wieder auf Eis gestellt. Danach erfolgten die unter Abbildung 21
beschriebenen Schritte der Zentrifugationen und Herstellung der verschiedenen
Zellfraktionen.

5.2. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde ein Produkt der Firma BioRad;
Miinchen verwendet, das nach der von Bradford (1976) entwickelten Methode
arbeitete °'°. Der Test wurde nach Anweisung durchgefiihrt und die Farbreaktion
bei einer Wellenldnge von 750 nm spektroskopisch ermittelt.

Alternativ wurde zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen ein Testsystem der
Firma Pierce (Rockford, Il., USA) verwendet, wenn die zuerst genannte Methode
aufgrund von Inkompatibilititen mit Bestandteilen des Probenpuffers nicht
moglich war. Auch hier wurde nach Anweisung verfahren und die bei der
Umsetzung von Bichinchoninsdure auftretende Farbreaktion im Spektrometer bei
einer Wellenldnge von 562 nm gemessen. Dieses Testsystem kombiniert die
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bekannte Biuretreaktion von Cu®" mit Proteinen in alkalischem Medium mit einem
sehr empfindlichen und selektiv auf Cu®* reagierenden Detektionsreagenz, der
Bichinchoninsdure (BCS). Cu** bildet in alkalischem Medium mit Proteinen einen
Komplex, dieser bildet mit BCS ein violettes Reaktionsprodukt mit einem
UV-Absorptionsmaximum bei 562 nm. Somit kann man spektrofotometrisch die

Menge an Protein in wéssriger Losung bestimmen.

Biopsieprobe
+
Puffer A 500 - 1000 pl

Niederschlag 1 +

500 ul Puffer B Uberstand 1

30' x 100009 30' x 130009

Niederschlag 4 + Uberstand 4 | | Niederschlag 2 Uberstand 2
500 pl Puffer C verwerfen | | + 500 pul Puffer A zytosolische
(+0.1% Triton) Fraktion
!
und Sonifizieren Homogenisieren und
kurze Zentrifugation

Kurze Zentrifugation
(3'x 1500 g)

Uberstand 5 Niederschlag 3 Uberstand 3
nukleéare Fraktion verwerfen Partikuléare Fraktion

Abb. 21: schematische Darstellung der Probenfraktionierung der Myokardbiopsien.
Es wurden drei Zellfraktionen isoliert. Dies waren die zytosolische, die partikuldre
und die nukleiare Fraktion.

5.2.1. Material

Reagenz A: Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, BCA und Natriumtartrat
in 0,2 N NaOH
Reagenz B: 4%ige Kupfersulfatlosung

Arbeitslosung: Mischung von Reagenz A und B im Verhéltnis 50:1 unmittelbar

vor der Proteinbestimmung
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5.2.2. Methode

Die unter Abbildung 21 fraktionierten zytosolischen und partikuldren Proben
wurden 1:10 bzw. die nukleidre Fraktion 1:20 mit dd H,O verdiinnt. Anschlielend
wurden 100 xl der verdiinnten Proben mit 2 ml BCS-Reagenz gemischt und fir
30 min bei 37°C inkubiert. Nach Abkiihlung auf Zimmertemperatur wurde mittels
spektrofotometrischer Messung bei einer Wellenldnge von 562 nm die Protein-
konzentration bestimmt. Eine Standardkurve wurde durch Mitfiihrung von
BSA-Standards mit Proteinkonzentrationen von 5 bis 1200 ug/ml erstellt (Abb. 22).

2,5

2,0 -

1,5 1

Absorption 562 [nm]

1,0

0,5

0,0 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Protein [pug/ml]

Abb. 22: Regressionsgerade durch die gemessenen Standardwerte der Proteinmengen
von 100-1000 ug/ml nach der Mikro-Proteinbestimmungsmethode mit bovinem
Serumalbumin (BSA).

6. Spezielle Verfahren der Proteinbiochemie

6.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

6.1.1. Material

Soweit nicht anders erwdhnt, wurden alle Losungsmittel und Chemikalien in
p-A. - Qualitit (von hochstem Reinheitsgrad) bezogen.

Folgende Substanzen wurden von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen:
Ammoniumpersulfat, BSA, Glukose, Kaliumchlorid, EDTA, EGTA, Dithiothreitol
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(DTT), p-Mercaptoethanol, Natriumfluorid, PMSF, Ponceau-Firbereagenz, Poly-
oxyethylensorbitan-Monolaurat (Tween 20), Natriumorthovanadate, Saccharose,
Temed, Tris-HCI, Triton X-100.

Ethanol 96%, Glycin, Glycerol, Methanol, Natriumcarbonat, Natriumchlorid,
Natronlauge 12 N, Salzsdure 1 N wurde von Roth, Karlsruhe, bezogen.

Die Eichlésung fiir den pH-Meter, Formaldehyd 37%, Glycerin 87%, HEPES,
Kaliumchlorid und SDS wurde von MERCK, Darmstadt, bezogen.

Proteinmarker (GibCo Lifetechnologies, Eggenstein).
Proteinmarker anfiarbbar durch Silberfarbung (Amersham Pharmacia biotech.).

Laufpuffer (Laemmlipuffer, BioRad, Frankfurt).

Spezielle Losungen
Tris-Losung 1M Tris pH 8,8
pH 6,8
Sammelgelpuffer 1,0 % (w/v) SDS
500,0 mM  Tris pH 6,8
Trenngelpuffer 10,0 % (w/v) SDS
1500,0 mM  Tris pH 8,8
Acrylamidlosung 30,0 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid
10%iges Trenngel 7,50 ml Trenngelpuffer
12,00 ml Acrylamidlésung
10,50 ml H,0
0,20 ml Ammoniumpersulfat 10% (w/v)
0,02 ml Temed
5%iges Sammelgel 2,50 ml Sammelgelpuffer
1,65 ml Acrylamidlosung
5,70 ml H,0
0,10 ml Ammoniumpersulfat 10% (w/v)
0,01 ml Temed
Probenpuffer 50,0 mM  Tris
reduzierend 5,0 % SDS
20,0 % Glycerin
100,0 mM  DTT pH 6,8
Elektrophorese- 80,00 mM  Glycin
Laufpuffer 10,00 mM  Tris
0,04 % SDS pH 8,3

Gerite

siehe Anhang, Kapitel VIII, Abschnitt 1..
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6.1.2. Methode

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte mit Modifikationen
nach dem von Laemmli (1970) entwickelten Verfahren unter denaturierenden
Bedingungen in einer eindimensionalen, diskontinuierlichen Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) *°. Die verwendeten Gele bestanden aus einem unteren, 10%igen
Trenngel und einem dariiberliegenden 5%igen Sammelgel. Die Porengrof3e bei der
Polyacrylamid-Gelmatrix wurde durch die Polyacrylamidkonzentration und deren
Vernetzungsgrad bestimmt. Dabei bildeten die beiden Komponenten der fliissigen
Acrylamid / N, N-Methylenbisacrylamidlosung ein Netzwerk aus, welches durch
freie Radikale des Ammoniumpersulfat und durch Temed stabilisiert wurden und
schlief3lich zur Polymerisation des Geles fiihrten.

Die zytosolischen Proteinproben wurden im Verhiltnis 2:1 mit dem reduzierenden
Probenpuffer verdiinnt, die partikuldren und nukledren Proben wurden in gleichen
Verhéltnissen gemischt. Anschlielend wurde das Protein-Puffer-Gemisch fiir 5 min
bei 95°C denaturiert. Diese Behandlung induzierte eine Anlagerung stark negativ
geladener SDS-Molekiile an die hydrophoben Abschnitte der Proteine. Dadurch
wurde deren Eigenladung iiberdeckt, sodass die resultierende negative
Gesamtladung proportional zur Molekiilgro3e der Proteine war. Die Verwendung
des reduzierenden Agens p-Mercaptoethanol bewirkte das Losen der intra- und
intermolekularen Disulfid-Briicken und ermdoglichte dadurch die elektrophoretische
Auftrennung von Protein-Untereinheiten. Zusétzlich fiihrte beides zur Linea-
risierung der Proteine, sodass ihre Laufeigenschaften im elektrischen Feld nur von
der Molekiilgrofle abhéngig waren. Die Proben wurden bei -20°C bis zur weiteren
Verarbeitung aufbewahrt. Es wurde eine Gelkammer der Firma BioRad verwendet.
Vor dem Zusammenbau der Gelkammern wurden diese mit Alkohol gereinigt.
Darauffolgend wurde das Trenngel, wie unter Abschnitt 6.1.1. beschrieben,
gemischt und in die Gelkammern gegossen. Nach Polymerisation der Gele wurde
das Sammelgel dariiber gegossen und der Probenkamm (10-, 12- bzw. 15er Kamm,
Fillvolumen 30-50 ul) eingesetzt. Die Gele wurden nun in die Elektrophorese-
apparatur eingespannt und platziert. Der Raum zwischen den Gelen wurde
vollstéandig mit Laufpuffer gefiillt. Der Kamm wurde vorsichtig gezogen und die
entstandenen Kammern mittels einer Glasspritze mit der Probe beschickt (mind.
20 ug Gesamtprotein). Zur Kontrolle der zu untersuchenden Proben wurde stets ein
vorgefiarbtes Markerprotein mit definierten Molekulargewichten und bei einigen
Versuchen eine positive Probenfraktion mit aufgetragen. Der Gibco-Marker zeigte
nach der Elektrophorese zehn Banden, die zwischen 9 und 187 kDa lagen. Eine
charakteristisch rot gefiarbte Bande zeigte sich bei 61 kDa. Der Proteinmarker, der
verwendet wurde, sofern die Gele durch eine Silberfdarbung angefidrbt wurden,
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zeigte nach der Elektrophorese 12 charakteristische Banden, die zwischen 15 und
220 kDa lagen. Nach dem Fiillen des Elektrophoresebehilters mit dem Laufpuffer
wurde der Elektrophoreselauf bei einer konstanten Stromstédrke von 50 mA

(Spannung 120-200 V) fiir ca. ein bis zwei Stunden gestartet.

6.2. Silberfirbung

6.2.1. Material

Fixierer 1 40
10

Fixierer 2 10
5

Farbelosung 21,0 ml
4,0 ml

1,4 ml

Entwickler 10,0 ml
500,0 ul

50,0 ul

Stopplosung 5

6.2.2. Methode

Eine Silberfiarbung der Gele wurde mit vorgefertigten Losungen der Firma BioRad,

% (VIv)
% (vIv)

% (VIv)
% (VIv)

90mM

Methanol
Essigsaure

Ethanol
Essigsaure

NaOH

1,18mM AgNO,-Losung

25%ige
1%ige

% (VIv)

NH, ad 100 ml dd H,O
Methanol

Zitronensaure

Formaldehyd ad 100 ml dd H,0O
Essigsaure

nach modifizierter Anleitung durchgefiihrt.

Nach der Fixierung des Gels mit zwei Fixativen fir insgesamt 2 h folgte ein
Waschschritt des Gels fiir mindestens eine Stunde mit dd H,0. Anschlieend wurde
das Gel mit der Silbernitrat-Losung fiir 30 min inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt fiir 3 min, wurde das Gel im Entwickler geschwenkt und die Reaktion
bei ausreichender Anfirbung der Banden mit Essigsdure abgestoppt. Zur lidngeren

Aufbewahrung bei 4°C wurde dem Wasser 0,01% NaN, beigefiigt.
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6.3 Western Blot Verfahren

6.3.1. Proteintransfer

Die in der SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden fiir die
Western Blot Analyse nach einem Verfahren von Towbin et al. (1975) in einem
elektrischen Feld auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und auf diese Weise

einem immunologischen Nachweis zugénglich gemacht *.

6.3.1.1. Material

Losungen

Blotpuffer 20,0 mM Tris
(Transferpuffer) 150,0 mM Glycin
20,0 % (v/v) Methanol

Verbrauchsmaterialien

Filterpapier, Nitrozellulosemembran (Amersham Pharmacia biotech.).

6.3.1.2. Methode

Es wurden zwei Verfahren des Proteintransfers durchgefiihrt, zum einen das
“Tankverfahren“. Hierbei wurden in Transferpuffer getridnkte Filterpapiere und
Schwéamme als Pufferreservoir verwendet. Das Packen der Anodenkammer erfolgte
in der folgend genannten Reihenfolge. Zuerst wurden ein mit Transferpuffer
getrankter Schwamm, dann drei Lagen Filterpapier, darauf die Nitrozellulose-
membran und das Gel gepackt. Uber das Gel wurden wiederum drei Lagen Filter-
papier gelegt, nach jedem Filterpapier wurde evtl. dazwischen befindliche Luft
durch vorsichtiges Dariiberstreichen mit einem Glasstdbchen entfernt. Als letztes
wurde wieder ein Schwamm gepackt (Abb. 23). Der Elektrotransfer konnte variabel
durchgefithrt werden. Entweder bei einer konstanten Spannung von 30V
(Stromstédrke ca. 350 mA) fiir ein bis zwei Stunden oder bei einer konstanten
Spannung von sieben V (Stromstidrke ca. 110-150 mA) iiber Nacht. Einer
eventuellen Erhitzung der Membranen und des Puffers wurde durch stetige
Kiithlung entgegengewirkt.

Das zweite angewandte Verfahren, war das “Semi-dry“-Verfahren. Das Packen der
Filter, der Membran und des Geles wurden ebenfalls wie unter Abbildung 23
beschrieben durchgefiihrt. Der Transfer fand bei einer konstanten Spannung von
neun V (Stromstérke ca. 200 mA) fiir 90 min statt.
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A
| Anode |

Schwamm
3 x Filter
Nitrozellulose-Membran
Gel
3 x Filter
Schwamm

| Kathode |
v

Abb. 23: Reihenfolge der verwendeten Materialien beim Packen der Anodenkammer.

6.3.2. Ponceaufirbung

6.3.2.1. Material

Losungen

Ponceau S-Losung (Sigma, Deisenhofen). Konzentrat: 1:500 in ddH,O verdiinnt

TBS-Puffer 10x: 0,5M Tris
1,0 M NaCl pH 7,4

6.3.2.2. Methode

Der Erfolg des Proteintransfers im Western Blot Verfahren wurde durch eine
reversible Anfiarbung der Nitrozellulosemembran mit dem Farbstoff Ponceau S
tberpriift. Nach dreiminiitiger Anfarbung wurde so lange mit ddH,O differenziert,
bis sich die Proteinbanden deutlich vom Hintergrund abhoben. Ein Entfiarben der
Membran wurde durch mehrmaliges Waschen mit TBS-Puffer erreicht.
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6.3.3. Immunologischer Proteinnachweis

6.3.3.1. Material

Allgemein verwendete Puffer

TBS 10 x: 0,5M Tris
1,0M NaCl pH 7,4
PBS 10 x 80,0¢g NaCl
2,0g KCl
115¢ Na,HPO4
2,0g KH,PO, ad11ddH,0 pH74
PBS/Tween 10 x: 80,0g NaCl
2,0g KCl
115¢ Na,HPO4
2,0g KH,PO4
0,1 % (v/v) Tween 20 ad11ddH,0 pH74

Besondere Reagenzien

Magermilchpulver (Blockreagenz), anti-Maus-IgG (POD-markierter
Sekundidrantikorper), anti-Kaninchen IgG (POD-markierter Sekundédrantikorper),
ECL-Detektions-Reagenz (Amersham, Pharmacia biotech., Europe GmbH,
Freiburg), Protein-A-Agarose (Sigma, Deisenhofen).

Losungen
Magermilchlosung: 5% Magermilchpulver in TBS/Tween

Antikorperlosung:  Verdiinnung in TBS / Tween ( 3% bzw. 1,5%
Magermilchpulver)

ECL Western Blot Detektions-Reagenz 1 u. 2: 1:1 Gemisch (3ml:3ml)

Gerite

Siehe Anhang Kapitel VIII, Abschnitt 1..
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Antikorper

Tab. 3: Tabellarische Aufstellung der verwendeten Primér-Antikorper (AK).
Angaben iiber Hersteller, getestete Konzentrationen und Belichtungszeiten der
Antikorper.

* gerichtet gegen die an den Aminosduren Thr202/Tyr204 phosphorylierte Form der
p44/42 MAP-Kinase (ERK 1/2).

** dieser Antikorper richtet sich spezifisch gegen die an den Aminosduren
Thr183/Tyr185 phosphorylierte Form der SAPKs /JNKs.

#%% dieser Antikorper richtet sich spezifisch gegen die an den Aminosduren
Thr180/Tyr182 phosphorylierte Form der p38-MAPKs.

< dieser Antikorper richtet sich spezifisch gegen das Epitop mit den Aminoséduren
Glu-63, Ser-65, Ala-66, Met-67, GIn-70 und Arg-73, welches in der
aktiven-GTP-gebundenen Form von Ras die Serin-Threonin Kinase Raf-1 bindet.
<< dieser Antikorper richtet sich spezifisch gegen die Aminosduren 180-250 der
Raf-1-Kinase, welche fiir die Aktivierung von MEK-1/2 verantwortlich sind. (b.w.)
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Primér-Antikorper Verdiinnung | Hersteller Belichtungszeit

monoklonaler AK-Maus-anti- 1:500 New England 30-60 min,

phospho-ERK 1/2 * Biolabs evtl. iiber Nacht

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:500 New England 15-30 min

anti-phospho-JNK1/2 ** Biolabs

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:500 New England 60 min,

anti-phospho-p38-MAPK *#%# Biolabs evtl. iilber Nacht

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:3000 Santa Cruz 1-2 min

anti-ERK2

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:3000 Santa Cruz 5 min

anti-JNK2

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:3000 Santa Cruz 5 min

anti-p38-MAPK

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:500 New England 10-15 min

anti-c-Jun (u. anti-P-c-Jun) Biolabs

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:500 New England 10-15 min

anti-ATF-2 (u. anti-P-ATF-2) Biolabs

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:500 New England 10-15 min

anti-Elk-1 (u. anti-P-Elk-1) Biolabs

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:500 New England 10-15 min

anti-c-Myc (u. anti-P-c-Myc) Biolabs

polyklonaler AK-Maus-anti- 1:3000 Cell Silberfarbung

phospho-Threonin-Proline Signalling

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:500 New England Silberfarbung

phospho-(Ser/Thr)Phe Biolabs

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:2000 Cell Silberfarbung,

anti-phospho-Serin Signalling Immunoprazipitation

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:2000 Cell Silberfarbung,

anti-phospho-Threonin Signalling Immunoprazipitation

Monoklonaler AK-Maus- 1:2000 Cell Silberfarbung,

anti-phospho-Tyrosine Signalling Immunopréazipitation

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:500 New England 10-15 min

anti-MAPKAPK2 Biolabs

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:2000 Santa Cruz 5 min

anti-H-Ras

polyklonaler AK-Kaninchen- 1:2000 Santa Cruz 5 min

anti-Raf1 <<




-116 - II1. Material und Methoden

Tab. 4: Tabellarische Angaben iiber die verwendeten Sekundér-Antikorper, ihre
Hersteller und die im Test eingesetzte Verdiinnung. Alle verwendeten Sekundér-
Antikorper waren mit dem Substrat HR-POD (Meerrettich Peroxidase) gekoppelt.

Sekundér-Antikorper Verdiinnung Hersteller

Ziege-Anti-Maus-IgG 1:5000 New England
Ziege-Anti-Kaninchen-IgG 1:5000 New England
Ziege-Anti-Kaninchen-IgG 1:5000 Santa Cruz

6.3.3.2. Methode

Zuerst wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran durch
eine Inkubation in 5%iger Magermilchlosung (Magermilch gelost in TBS-Tween)
iiber Nacht bei 4°C blockiert. Danach wurde fiir 5-10 min mit PBS/Tween-Puffer
gewaschen und anschlieend der Primidrantikérper in der unter Tab. 3
beschriebenen Verdiinnung in 2%iger Magermilchlosung in TBS verdiinnt. Hierfuir
wurden die Antikérper in Konzentrationen zwischen 0,2 und 2 ug/ml eingesetzt. Die
Inkubation erfolgte im Zentrifugenrohrchen fiir 2 h bei Raumtemperatur oder tiber
Nacht bei 4°C auf einem Rollinkubator. Nach einem weiteren Waschschritt fiir
30 min mit TBS-Tween wurde die Membran fiir 90 min im Dunkeln wiederum auf
dem Rollinkubator mit einem speziesspezifischen, peroxidasemarkierten Sekundér-
antikorper (Tab. 4) inkubiert. Danach wurde die Membran fiir 60 min mit TBS-
Tween-Puffer gewaschen, anschlielend mit POD-Substrat-Losung angefarbt, d.h.
das detektierte Antigen mittels ECL-Farbung (enhanced-chemo-luminescence-
Farbung) quantifiziert. Die gewaschene Membran wurde hierbei fiir eine Minute
mit dem Gemisch der ECL-Reagenzien 1 und 2 im Verhéltnis 1:1 inkubiert. Danach
wurde die Nitrozellulosemembran auf ein Filterpapier gelegt, sodass Reste des
Farbereagenz aufgesaugt wurden. Daraufhin wurde die Nitrozellulosemembran
moglichst falten- und luftfrei in Klarsichtfolie beiderseits eingehiillt und in einer
Filmkassette eingeklebt. Anschlielend wurde auf die Membran ein Film gelegt und
je nach verwendetem Antikorper fir unterschiedliche Zeit belichtet (Tab. 3).
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6.3.4. Immunoprazipitation

6.3.4.1. Material

siehe Abschnitt 6.1.1. und 6.3.3.1.

6.3.4.2. Methode

Um die Reaktion bei der Western Blot Analyse zu verstdrken, wurde bei
bestimmten Antikérpern eine Immunoprézipitation der Proteinfraktion (zyto-
solische und nukleidre Fraktion) vor der Elektrophorese durchgefiihrt. Dafiir wurde
eine Probenmenge mit einem Gesamtproteinanteil von 200 xg mit dem Primér-
Antikorper (2 ug) fiir 4 h bei 4°C unter kontinuierlichem Schiitteln inkubiert. Nach
Zugabe von Protein-A-Agarose zu dem Immunkomplex fiir weitere 4 h bei 4°C
wurde der entstandene Immunkomplex bei 13000 x g fiir 5 min zentrifugiert und
das entstandene Prizipitat nach AbgieBen des Uberstandes in reduziertem
Laemmli-Puffer resuspendiert und fir 5 min bei 95°C denaturiert. Danach
erfolgten wie unter Abschnitt 6.1.2. beschrieben, eine Auftrennung der immuno-
prazipitierten Proteine durch Elektrophorese und ein Immunoblotverfahren
(s. Abschnitt 6.3.3.) mit dem zuvor prézipitierten Primér-Antikorper.

6.4. Messung der Protein-Kinase-Aktivitit durch den in-Gel-
Phosphorylierungsassay

6.4.1. Material

Zusiétzlich zu den in Abschnitt 6.1.1. aufgelisteten Materialien wurden folgende
benotigt:

[y-32 P]-ATP, Amersham (Pharmacia biotech., Freiburg), Glutathion-Sepharose
(Amersham Pharmacia biotech., Freiburg). Von Sigma, Deisenhofen wurden
folgende Substanzen bezogen: HEPES, Guanidine-HCl, Propanol, Protein-Kinase-
Inhibitor, Nonidete P-40, Magnesiumchlorid, Myelin-basic-Protein (gewonnen aus
bovinem Gehirn, in Form lyophilisierten Pulvers).

Die rekombinant hergestellte MAPKAPK-2(46-400) diente als Substrat der
p38-MAPKs. Es beinhaltet die Aminosduren 46-400, welche die katalytische
Domaéne des Proteins mit einschlielen. Das rekombinant hergestellte c-Jun wurde
als Substrat der SAPK/JNKs benutzt. Es beinhaltete die Aminosduren 1-135 und
die N-terminale transaktive Doméne des Proteins. Beide Proteine wurden im
Bakterium Escherichia coli exprimiert und an Glutathion-S-Transferase als
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Fusionsprotein gebunden. Anschlie3end erfolgte eine Reinigung des Proteins durch
Glutathion-Sepharose G-25-Chromatografie. Der Bakterien-Klon wurde von C.dJ.
Marshall hergestellt und uns freundlicherweise von P.H. Sudgen (NHLI Division,
Cardiac Medicine, Imperial College School of Medicine, London SW3, 6LY, UK) zur
Verfiigung gestellt.

6.4.2. Methoden

6.4.2.1. Sephadex-Gel-Filtration

Hierbei handelt es sich um ein sdulenchromatografisches Verfahren zur Trennung
von Substanzgemischen nach ihrer Molekiilgrole. Das Gel (stationdre Phase)
besteht hierbei aus gequollenem Sephadex® G25, einem quervernetzten
Polysaccharidkettenkomplex mit 1,6-, 1,4- und 1,3-glykosidischen Bindungen
zwischen den Glukoseanteilen. Es besitzt Kugelform und wurde in der Porengrofle
verwendet, die eine Durchldssigkeit von Partikeln mit dem Durchmesser von
90-260 um ermoglichte. Grofle Molekiile, die nicht in die Poren der stationdren
Phase eindringen konnen, wandern am schnellsten durch das Gelmaterial. Kleinere
Molekiile, die in die Poren des Gels eindringen konnen, wandern langsamer durch
die Sdule, da sie einen verldngerten Diffusionsweg besitzen. AnschlieBend werden
sie ihrer Grofle entsprechend durch den Elutionspuffer ausgewaschen. Als Puffer
wurden 10 ml einer 20 mM Ammoniumacetat-Losung verwendet. Die Flussrate
betrug 10 ml/h. Das Eluat beinhaltete eine durchschnittliche Proteinmenge von
200 pg/ml.

6.4.2.2. Bestimmung der ERK 1/2-Aktivititen

Das Prinzip des Aktivitidtstests liegt darin, dass die Kinase das Substrat unter
Verbrauch des radioaktiv markierten ATPs phosphoryliert (Abb. 24) *'.

Jeweils gleiche Mengen Gesamtprotein (20-40 ug) wurden auf 10%igen SDS-Gelen,
die das ERK-Substrat Myelin-basic Protein (MBP) °* in einer Konzentration von
0,25 mg/ml enthielten, elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlielend wurden die
Gele fiir 1 h in einer Losung bestehend aus 20%igem Propanol (v/v) in 50 mM
Tris-HCI (pH 8,0) gewaschen. Darauffolgend wurden die Gele fiir eine weitere
Stunde in einer Losung aus 5 mM 2-Mercaptoethanol und 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
unter stetigem Wechsel gewaschen. Es folgte ein Denaturierungsschritt durch
Inkubation in 6 M Guanidin-HCl. Danach wurden die Proteine auf dem Gel mit
einem Puffer aus 50 mM Tris-HCI, 0,1 mM 2-Mercaptoethanol (pH 8,0) fiir die Zeit
von 16 h renaturiert. Nach einer Vorinkubation der Gele mit einem Puffer aus DTT
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(2 mM) und MgCl, (10 mM) in HEPES (40 mM) wurde das Substrat anschlieend
durch Inkubation mit 25 uM [y’*-P]-Adenosin Triphosphat (ATP; 5 x Ci/ml)
phosphoryliert. Die Phosphorylierung des Substrates erfolgte fiir 4 h bei einer
Temperatur von 25°C in Anwesenheit von 0,5 mM EGTA, 10 mM Magnesium-
Chlorid und 1,0 uM eines Proteinkinase-A-inhibitorischen Proteins (PKI) zur
Minderung der unspezifischen Phosphorylierung des Substrates MBP. Nach
extensivem Waschen fiir 1 h in einer Losung aus 2%igem (w/v) Natrium-
Pyrophosphat, gelost in 5%iger (w/v) Trichloressigsdure wurden die Gele
getrocknet. Die quantitative und autoradiografische Analyse der Gele erfolgte mit
Hilfe eines Phosphoimager®™ Storm 860.

Als weitere Methodik erfolgte die Auswertung der Aktivitdt mittels
Signalexpression auf radioaktiv-sensitive Filme. Der Film wurde bei -80°C mehrere
Stunden bis Tage, abhidngig von der Stidrke der Signale, den Gelen ausgesetzt. Die
ionisierende Strahlung radioaktiv markierter Molekiile als Strahlenquelle
schwéirzte die empfindliche Rontgenfilmemulsion proportional zur Menge an
Radioaktivitit, sodass die Signale quantitativ und qualitativ ausgewertet werden
konnten. Die Filme wurden der Inkubation anschlieend in der Entwicklungs-
anlage entwickelt und ebenfalls autoradiografisch ausgewertet.

6.4.2.3. Bestimmung der p38-MAPK-Aktivitit

Hier wurde wie unter Abschnitt 6.4.2.2. beschrieben verfahren. Als Substrat der zu
untersuchenden p38-MAPK wurde den Gelen 0,5 mg/ml GST-MAPKAPK-2(46-400)
(Glutathion-S-Transferase-MAPKAPK-2) zugesetzt. In den Untersuchungen, die
Gewebeproben aus Versuchen mit Applikation des spezifischen p38-MAPK-
Inhibitors SB203580 beinhalteten, musste der in-Gel-Phosphorylierung die
Substanz SB203580 in einer Konzentration von 40 nM hinzugefiigt werden.

6.4.2.4. Bestimmung der SAPKs/JNKs-Aktivititen

Die Methodik, wie unter Abschnitt 6.4.2.2. beschrieben, wurde auch hier
angewandt. Als Substrat der SAPKs/JNKs fungierte GST-c-Jun(1-135)
(Glutathion-S-Transferase-c-Jun) in einer Konzentration von 0,5 mg/ml im
Trennungsgel.
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Polymerisation der Gele in Anwesenheit von Substratproteinen
MBP (myelin basic protein) fir ERKs
GST-MAPKAP-K2 fur p38-MAPK
GST-c-Jun fir SAPKs/UNKs

d

Elektrophoretische Separation der Proteine in einer
10 %igen PAGE, angereichert mit den Substratproteinen

d

Denaturierung der Proteine im Gel

d

Renaturierung der Proteinkinasen im Gel

d

Phosphorylierung durch
[v32-P] ATP

d

Detektion der Kinasen
(Quantifizierung mittels Phosphoimager SF, Autoradiografie)

Abb. 24: Schematische Darstellung der FEinzelschritte der in-Gel Aktivi-
tatsbestimmung.

7. Aufreinigung von Phosphoproteinen aus dem entnommenen
Herzgewebe

Die Isolierung umfasste folgende Schritte:

Homogenisierung (siehe Abschnitt 5.1.)

Zentrifugationen zur Gewinnung der spezifischen Zellfraktionen (siehe Abschnitt

5.1.)

Gelfiltration (siehe Abschnitt 6.4.2.1.)

Gefriertrocknung

Weiterer Zentrifugationsschritt

Praparative Sédulenionenaustauschchromatografie unter der Bildung von

Chelatkomplexen
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7.1. Préaparative Sdulenionenaustauschchromatografie unter der Bildung
von Chelatkomplexen

7.1.1. Material

Sédulen: HiTrap Chelating affinity columns; 1 ml Fassungsvermoégen (Amersham
Parmacia biotech.)

Startpuffer(Laufpuffer)

0,1 M Essigsdure (= acetic acid: CH;COOH); pH: 3,35 (mit NaOH wurde der
pH-Wert eingestellt)

Metallionenlosung

100 mM FeCl, gelost im Startpuffer (676 mg/25 ml 0,1 M Essigsdure)

Elutionspuffer

0,5%ige Ammoniumacetat-Losung (0,25g NH,C] ad 50 ml Aqua bidest. pH: 8,7 mit
NH,OH wurde der pH-Wert eingestellt)

Stripping®-Puffer

50 mM EDTA-Losung (841 mg EDTA ad 50 ml Essigsédure)

Aufbewahrungslosung

20%iges Ethanol, 4°C

7.1.2. Methode

Die Methode der prédparativen Ionenaustauschchromatografie diente der
Konzentrierung von Phosphoproteinen aus dem entnommenen homogenisierten

Myokardbiopsiematerial **'.

Die Sdulenchromatografie beruht auf dem Prinzip der Trennung von Eiweillstoffen
an Sdulen unter Anwendung von Trégersubstanzen (= stationdre Phase) und
Elutionsmitteln (= mobile Phase). Die Matrix, die sogenannte Tragersubstanz
(Fiullungsmittel der Sé&dule) der hier verwendeten Sidulen bestand aus
Agarosekiigelchen (@ 34 um), die mit 6%iger Sephadex® High Performance
angereichert wurden. An diese war durch stabile Ethergruppen Aminoethansiure
gebunden, welche die Liganden der Chelatkomplexbildung darstellten.

Die Sdule konnte mit einem maximalen Perfusionsdruck von 3 bar (0,3 ml/min) mit

der jeweilig verwendeten Probenlosung perfundiert werden. Zuerst wurde die Saule
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durch mehrmaliges Spiilen mit Aqua bidest. von der Aufbewahrungslésung Ethanol
freigespiilt. AnschlieBend wurde die Sdule mit dem Startpuffer aufgefiillt. Das
Fassungsvermogen der Sé&ule betrug 1 ml. Danach wurde die S&dule mit der
Metallionenlésung bestiickt (Metallionen-Bindungskapazitit: ~ 23 zmol Fe®*/ml
Gel). Hierbei entstand ein Chelatkomplex.

7.1.3. Reaktion 1 der Chelatkomplexbildung

Ein 1,2-Diaminoethan-Molekiil besitzt zwei Stickstoffatome mit freien Elektro-
nenpaaren, die mit dem Eisen (III)-Ion in eine kovalente Wechselwirkung treten
konnen. Die Liganden (1,2-Diaminoethan-Molekiil) greifen dabei dhnlich einer
Krebsschere nach dem Zentralion (Eisen (III)-Ion). Nachdem das erste Atom des
Liganden an das Zentralion gebunden hat, wird die Ausbildung weiterer Bindungen
zum Liganden begiinstigt, da sich die weiteren Bindungsstellen schon nahe am
Zentralion befinden. Fiinf- und sechsgliedrige Ringe sind dabei aus sterischen
Griinden besonders stabil.

7.1.4. Filtration und Zentrifugation

Nach der Homogenisierung und anschlieBenden Zentrifugation der Proben erfolgte
ein Filtrationsschritt der Probenlésung durch einen 45 ym Filter. Durch das Losen
der gefriergetrockneten Proben in 0,1 M Essigsdure fand eine Ausfdllung der
Proteine statt, die durch einen weiteren Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei
13000 g vom Rest getrennt wurden. Der Niederschlag wurde verworfen und der
Uberstand zur Befiillung der Sidule verwendet. Hiermit erreichte man einen
Anionenaustausch durch Bindung von Phosphoproteinen an die S&dule.

7.1.5. Reaktion 2 der Chelatkomplexbildung

Ein Ionenaustauscher besteht aus einer unléslichen Matrix, an die bestimmte
geladene Gruppen kovalent gebunden sind. Diese geladenen Gruppen sind mit
mobilen Gegenionen assoziiert, die reversibel durch andere Ionen der gleichen

Ladung ausgetauscht werden konnen, ohne die Matrix zu verdndern.

Ein Anionenaustauscher ist selbst positiv und kann negative Gegenionen binden.
Unsere Myokardbiopsiehomogenate besallen aufgrund verschiedener Ladungs-
eigenschaften meist unterschiedliche Affinitdt zum Ionenaustauscher. Die Affinitét
konnte jedoch durch die Auswahl der Versuchsbedingungen, wie Ionenstidrke oder
Puffer-pH, wieder aufgehoben werden, d.h. die spezifischen Substanzen (Phospho-
proteine) wurden eluiert. Der Trenneffekt beruhte auf den Unterschieden der
Festigkeit der Anionenbindung unterschiedlicher Konstitution.
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Der entstandene Chelatkomplex aus Reaktion 1 diente hier in Reaktion 2 als
Anionenaustauscher saurer PO,*- Gruppen der Phosphoproteine der Probenlésung.
Nach dem Beladen der Sdule mit dem Uberstand aus Abschnitt 7.1.4. wurde durch
das Nachwaschen mit dem Elutionspuffer eine Ablosung der Phosphoproteine
erreicht, sodass sie im Eluat erschienen.

7.1.6. Herstellung des Grundzustandes der Ausgangsmatrix

Durch die Verwendung des ,,Stripping“-Puffers wurde die Sédule von den Metall-
ionen gereinigt und war fiir weitere Durchfiithrungen der Chromatografie
einsatzbereit. Das "Strippen" der Sidule beruht auf der Reaktion einer
MolekiilvergrofBerung, indem das 1,2-Diaminoethan um vier Essigsdurereste
vergroflert wird. Hierbei erhédlt man Ethylendiamintetraessigsdure mit der
Kurzbezeichnung EDTA. Dies ist der wichtigste Vertreter der Gruppe
mehrzdhniger Chelatbildner und wird auch als Komplexone bezeichnet. Das Anion
H,EDTA?* gibt bei der Komplexbildung zwei Protonen ab, sodass der eigentliche
Ligand ein EDTA"-Ion ist. Dieses Ion wirkt als sechszidhniger Ligand und bildet mit
Eisen (ITI)-Ionen Komplexe im Stoffmengenverhéltnis 1:1.

8. Molekularbiologische Methoden

8.1. Northern-Blot-Analyse

Das Verfahren des Northern-Blots wurde freundlicherweise mit der Unterstiitzung
von Frau Claudia Ullmann, in der Abteilung der experimentellen Kardiologie des
MPI Bad Nauheim, Arbeitsgruppe Molekularbiologie unter der Leitung von Dr. R.

Zimmermann durchgefiihrt **2,

8.1.1. Material

Bezugsquellen / Hersteller der Substanzen und Verbrauchsmaterialien sind, wenn
nicht speziell aufgefiihrt: E.Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Serva (Promega),
Heidelberg. Alle Losungen wurden vor dem Autoklavieren mit 0,2% (v/v)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, um RNasen zu inhibieren.

Agarose, BSA (Bovines Serumalbumin = Rinderserumalbumin), Chloroform

CIP-Puffer (10 x Dephosphorylierungspuffer) 10 mM MgCl,
10 mM ZnCl,
100 mM Trisaminoethan
pH 8,3
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Deionisierendes Formamid, Dextransulfat, Dithiothreitol, EDTA (Ethylendiamin-
tetraacetat), Ethanol (100%ig, 70%ig), Ethidiumbromid Formaldehyd (37%ig).

Glycerol GTE-Puffer 2,25 g Glukose
(sterilfiltriert) 6,25 ml M Tris-HCI, pH 8,0
5,00 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
kurz vor alkalischer Lyse Zugabe von 2 mg/ml Lysoym.

Heringssperma-DNA Hybond™-N-Nylonmembran, Isopropanol

K-Acetat-Losung (5 M) 60,0 ml 5 M K-Acetat
11,5 ml Essigsdure
28,5 ml destilliertes, autoklaviertes Wasser.

Kaliumhydrogenphosphat

RNA-Ladungspuffer fiir RNA-Gele 0,75 ml deionisiertes Formamid
0,15 ml 10x MOPS-Puffer
0,24 ml Formaldehyd
0,10 ml destilliertes, autoklaviertes Wasser
0,10 ml Glycerol
0,08 mg 10% Bromphenolblau

Losung A fiir RNA-Isolierung 4,00 M Guanidinthiocyanat
0,25 M Natriumcitrat, pH 7,0
0,50 % (w/v) N-Laurylsarcosyl
0,10 M pB-Mercaptoethanol (vor Gebrauch
zugesetzt)

47,25 g (4 M) Guanidinium ad 100 ml destilliertes,
autoklaviertes Wasser. 750 ul (0,1 M)
2-Mercaptoethanol werden kurz vor Gebrauch als
Reduktionsmittel zur Ribonuklease-Inaktivierung
zugegeben. Es fithrt zur Reduktion der Disulfid-

Briicken in den Proteinen.

Marker fiir RNA (Hinf I1I-Restriktion)

Markierungspuffer (5 x) 25 mM Tris-HCI, pH 8,0 (0,2 M)
25 mM MgCl,
10 mM Dithiothreitol

MOPS-Puffer (3-N-morpholino-propanesulfonic acid-buffer = RNA-Puffer) 10 x
41,80 g MOPS
4,10 g Na-Acetat
3,72 g Na,EDTA in 11 destilliertem Wasser, pH 7,0 mit NaOH
einstellen



II1. Material und Methoden -125 -

NaCl (Natriumchlorid)
NaOH (Natriumhydroxid)

Natrium-Acetat (3 M)

Phenol Radioaktivitdt (**P dCTP; 3,000 Ci/mmol), RNase (Ribonuklease A)
10 ml Stock-Losung: 9,8 ml destilliertes Wasser
100,0 z1 1 M Tris-HC1
100,0 #1 1,5 m NaCl
100,0 mg RNase A

SDS (Sodiumdodecylsulfat) = Natriumlaurylsulfat)

Alkalische SDS-Losung (5 ml) 3,5 ml destilliertes Wasser
1,0 ml 1 N NaOH
0,5 ml 10% SDS

SSC (standard saline-citrate, Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer) Transferpuffer
175,3 g NaCl
88,2 g Natrium-Citrat
ad 11 destilliertes Wasser pH 7,0 mit 10 N NaOH einstellen
(Autoklavieren).

SSPE (20x) 175,3 g NaCl
27,6 g NaH,PO, x H,0O
7,4 g EDTA
ad 11 destilliertes Wasser, pH 7,4 mit 10 N NaOH einstellen

TBE (10 x)-Puffer 11 Stammlosung 108 g Trisaminomethan
55 g Borsidure
40 ml EDTA
ad 11 destilliertes Wasser, pH = 8,3

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA

Tris-HCI (Trisaminomethan, pH mit HCI eingestellt).

t-RNA (transfer-RNA)

8.1.2. Gerite
Siehe Anhang, Kapitel VIII, Abschnitt 1..
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8.1.3. Isolierung von Gesamt-RNA aus Ribonuklease-reichem Gewebe

Es wurde die Einzelschritt-Mehode mit der Guanidinium-Thiocyanat-Phenol-
Chloroform-Extraktion angewendet, die von Dr. R. Zimmermann nach Absprache

modifiziert wurde.

Das tiefgefrorene Biopsiegewebe wurde mit einem Morser zerstoBBen und gemahlen,
eine Menge von 0,4 g abgewogen und in 4 ml der Lésung A bei 13500 Umdrehun-
gen/min mit einem Mixstab homogenisiert. Ein Gemisch aus:

0,4 ml 3M Natrium-Acetat (pH 4,0)

4,0 ml Phenol

0,8 ml Chloroform-Isoamylalkohol
wurde in einem Verhéltnis von (49:1 v/v) der Probe zugegeben. Daraufthin wurde
das Probengemisch sofort umgewendet und auf einem Riittler 5 min geschiittelt.
Folgend wurde die Probe fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation
(15 min, 10000 xg, 4°C) wurde die Oberphase abgenommen und die RNA durch
Zugabe von 1 Volumen Isopropanol unter Parafilmabdeckung fiir mindestens 1 h
gefillt 2?2 Die sedimentierte RNA wurde in 300 z1 Lésung A resuspendiert,
erneut mit einem Volumen Isopropanol fiir 30 min bei -20°C prézipitiert und durch
Zentrifugation sedimentiert. Nach zweimaligem Waschen mit 70%igem Ethanol
und Antrocknen im Lyophilisator wurde die Gesamt-RNA in 50-100 zl
DEPC-ddH,O riickgelost und bei -80°C, a 20 ug aliquotiert und aufbewahrt. Ein
Aliquot von 3 ul wurde zur Messung der optischen Dichte (OD) eingesetzt und
hierfir in 500 1 destilliertem Wasser verdiinnt.

8.1.4. Messung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) wurde mit Hilfe eines Spektralfotometers in Prizisions-
kiivetten gemessen. OD entspricht der absorbierten Lichtmenge gemessen bei
unterschiedlichen Wellenldngen. Es wurde die Wellenldnge 260 nm fir OD,4, und
280 nm fiir OD,g, gewéahlt. Unter Zuhilfenahme des Extinktionskoeffizienten, der
fiir verschiedene Nukleinsduren unterschiedlich ist (liegt fiir DNA bei 50 und fiir
RNA bei 40), wurde die Konzentration der Nukleinsduren in der Losung berechnet.

Somit entspricht die optische Dichte von 1 ungefihr 40 pug/ml fiir Einzelstrang-DNA
und -RNA. Eine Losung, die 40 ug/ml RNA enthélt, hat eine Absorption von 1 bei
260 nm, d.h. OD,, = 1 = 40 ug/ml **.

RNA-Konzentration in Wasser = ODy, x 1/ Verdiinnung x 40/1000
= ug RNA/ul H,O
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Fir die Aufbewahrung der RNA bei -80°C wurde der Probe das 2,5-fache Volumen
100%iges Ethanol (-20°C) hinzugegeben. Die RNA-Konzentration wurde dann
folgendermallen berechnet:

RNA-Konzentration im Wasser-Ethanol-Gemisch
= ug RNA/ul H,0 x ul H,0O / (Gesamtmenge H,O + Ethanol)
= ug RNA/ul H,0O-Ethanolgemisch

Bildet man die Relation, d.h. den Quotient der bei 260 nm und 280 nm gemessenen
Extinktion, kann bei den berechneten Werten zwischen 1,9 und 2,0 die Reinheit des
Nukleinsdure-Isolates bestétigt werden.

Liegt der Wert etwas niedriger, d.h. unter 1,8 deutet dies auf eine Verunreinigung
der RNA-Lésung mit Phenolen bzw. auf die Anwesenheit von Proteinen hin **.

8.1.5. Gelelektrophoretische Auftrennung der RNA

Die Gelelektrophorese ermoglicht die Trennung unterschiedlich grofler, geladener
Molekiile im elektrischen Feld (Verfahren nach Lehrach et al., 1977).

Die Gelelektrophorese bietet die Moglichkeit, durch die negativ geladenen
Phosphatgruppen der RNA-Molekiile im elektrischen Feld eine Auftrennung dem
Logarithmus ihrer Kettenldnge entsprechend. Grof3e Molekiile wandern langsamer,
kleine Molekiile schneller in Richtung Anode. Als elektrisch neutrale
dreidimensionale Tridgermatrix dienen Agarosegele unterschiedlicher Konzen-
tration. Wobei der prozentuale Anteil der Agarose die Porengriole eines Geles
bestimmt. Eine hohe Konzentration fiihrt zur Bildung kleiner Poren, die nur fir
kleine Nukleinsdurefragmente durchgingig sind. Langkettige Molekiile werden
dagegen zuriickgehalten. Es wurde wie bei Brown et al. beschrieben, ein horizon-
tales Agarosegel in einem Gelschlitten mit Gelkamm gegossen **°.

10 x MOPS-Puffer
0,2M MOPS
80,0 mM Natriumacetat, pH 7,0
10,0 mM EDTA
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RNA-Probenpuffer
50,0%  (v/v) Formamid
58%  (v/v) Formaldehyd, 37%ige Losung

1 x MOPS
RNA-Auftragspuffer
50,000 %  (v/v) Glycerin
1,000 mM EDTA

0,025 %  (w/v) Bromphenolblau
0,025 %  (w/v) Xylencyanol

Fir die RNA-Gele mit einer Grofle von 20 cm x 20 em wurden 1% (w/v) Agarose in
1 x MOPS-Puffer durch Aufkochen gelost. Nach dem Abkiihlen auf ca. 60°C wurden
5,8% (v/v) Formaldehyd zugegeben. Nach der Verfestigung des Geles konnte der
Gelkamm entfernt werden und es blieben kleine Geltaschen zuriick, die jeweils mit
18 ul Probe bestiickt werden konnten.

Um eine erfolgreiche Auftrennung zu detektieren, wurde der Agaroselésung
Ethidiumbromid zugefiigt. Dies ist ein stark mutagener, fluoreszierender Farbstoff,
welcher sich durch seine aromatische Struktur bevorzugt parallel zwischen
benachbarte Basen einlagert. Je Probe wurden 15 ug RNA (gelost im Wasser-
Ethanol-Gemisch) fiir 30 min in einer auf 4°C vorgekiithlten Vakuumzentrifuge in
einem offenen Reagiergefall reduziert. Nach Zugabe von 16 ul RNA-Ladungspuffer
und 1 xl Ethidiumbromid (1 ng/ml) wurde die Probe zur RNA-Entfaltung 15 min bei
64°C geschiittelt und anschlielend auf Eis gestellt. Vor dem Befiillen der Gele mit
den RNA-Proben in die Slots wurden 2,51 MOPS-Laufpuffer in die Gelkammer
gefillt. Zur Bestimmung der TranskriptionsgréBen wurde ein
RNA-Lingenstandard aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 5 V/ecm und 4°C fiir 3 h
in 1 x MOPS-Puffer. Nach 30 min wurde die Umwaélzpumpe zur Zirkulation des
Laufpuffers angestellt. Alternativ erfolgte die Elektrophorese bei 1-2 V/cm fiir 16-
20 h. Zur Uberpriifung der Integritit der aufgetrennten RNA wurde ein Streifen
mit Gesamt-RNA und dem RNA-Lédngenstandard vom Gel abgetrennt und die RNA
unter UV-Licht (A = 302 nm) sichtbar gemacht.

8.1.6. Fotografie

Fur die Fotografie eines Gels nutzt man die Wirkung von Ethidiumbromid aus.
Dies wirkt vor allem durch Interkalation, d.h. Einlagerung zwischen benachbarten
Basenpaaren in ein doppelstrangiges DNA-Molekiil und fiihrt zu einer Entwindung
der Doppelhelix. Uber UV-Licht Einstrahlung (A = 254-305 nm) werden die

Nukleinsdure-Fragmente durch Fluoreszens als Banden (Emission von orange-
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farbenem Licht im sichtbaren Bereich von 500-590 nm) sichtbar. Voraussetzung ist
eine ausreichende Nukleinsduremenge von mindestens 25 ng auf dem Gel. Die
Intensitdt des emittierten Lichtes ist proportional zur Menge der eingelagerten
Ethidiumbromid-Molekiile. Die charakteristischen RNA-Merkmale sind die 18S-
und 28S-Banden. S steht hierbei fiir die Svedberg-Einheit, wobei die 18S- bzw.
28S-Bande einer GroB3e von 2366 bzw. 6333 Nukleotiden entspricht **.

8.2. Spezielle Verfahren

8.2.1. Blot-Hybridisierung

8.2.1.1. Northern-Blot

Der Northern Blot ist ein Verfahren, bei dem iiber die Einwirkung kapilldrer Krifte
die elektrophoretisch aufgetrennte RNA aus dem Gel auf eine immobilisierende
Nylonmembran iibertragen wird. Dem Prinzip liegt zugrunde, dass die positiv
geladene Membran eine starke Bindung von negativ geladenen Nukleinsduren
ermoglicht **’. Geblottet wurde Gesamt-RNA von unverindertem Kontrollgewebe
aus dem NRG und RG von KHB/DMSO behandelten Schweinen sowie von
Myokardgewebe des NRG und RG der mit Actinomycin-D (0,22 mg/kg KGW)
behandelten Schweine. Die Durchfiihrung erfolgte geméf3 den Angaben von Zhou et
al. ?®. Der Vorteil dieser Methode mit abwirts gerichteter kapillarer Kraft liegt
darin, dass eine feuchte Papierschicht den Transferprozess nicht verzogert, wie es
bei dem aufwirts gerichteten Kapillartransfer der Fall sein kann. Bevor das Gel in
die Transferapparatur gelegt wurde, wurde es fiir 5 min in Wasser geschwenkt, um
das Formaldehyd zu entfernen. Ein weiterer Waschschritt fiir 5 min in 10 x SSC +
DEPC folgte. AnschlieBend wurde es auf die ebenfalls mit 10 x SSC + DEPC
befeuchtete Membran gelegt. Zur Markierung und spéteren Orientierung wurde an
der Membran und dem Gel jeweils die linke obere Ecke abgeschnitten. Die Grofle
der Membran sollte hierbei genau der Gelgro3e entsprechen. Es musste ebenfalls
darauf geachtet werden, dass beim Auflegen des Gels Luftblasen vermieden
wurden, die einen Transfer verhindert hédtten. Die Papierschicht wurde durch
Plastikfolie vor dem Kontakt mit Laufpuffer geschiitzt. Der Blot wurde mit einer
Glasplatte abgedeckt, mit einem Gewicht von 500 g beschwert und in eine Schale
mit Laufpuffer (10 x SSC) gestellt. Das Gel-Blotting Papier musste wiahrend des
gesamten Verfahrens in den Laufpuffer eingetaucht bleiben. Nach 16 bis 18 h
wurde die Membran 2-3 min in 2 x SSC + DEPC unter stetigem Schwenken gespiilt,
damit Reste der Agarose entfernt wurden. Anschlieend wurde sie in Gel-Blotting-
Papier eingewickelt und fiir 1 Stunde getrocknet. Die Fixierung der RNA erfolgte
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automatisch durch ,Crosslinken“ mit UV-Licht (in einem UV-Stratalinker) mit

einer Energie von 1200 uJoule x 100.

8.2.1.2. Prahybridisierung

Fir die Prahybridisierung wurde die Membran mit der RNA-Seite nach innen in
eine Glashybridisierungsrohre (Ldnge: 26,5 cm; Durchmesser: 4 cm) gelegt.

Pro Rohre wurden 10 ml Puffer hergestellt:
5,00 ml deionisiertes Formamid (= 50%)
2,00 ml Dextransulfat
2,00 ml 5 x P-Puffer
0,58 g NaCl (1M)
100 ug/ml Heringssperma-DNA

Die Heringssperma-DNA musste vor Gebrauch fiir 10 min bei 95°C denaturiert
werden. Die Prédhybridisierung fand bei 42°C fir 3-4 h in einem
Hybridisierungsofen statt. Hierbei wurden die Réhren um ihre Lé&ngsachse
horizontal rotiert.

8.2.1.3. Markierung einer Hybridisierungssonde (Random primed oligo-
labeling)

Die Sonden waren in Vektoren einkloniert. Sie wurden fiir die Markierung in einen
Restriktionsansatz mit einem passenden Restriktionsenzym aus dem Vektor
herausgeschnitten, auf ein Gel aufgetragen und mit Glasmilch (Geneclean® II Kit)

isoliert.

Es handelte sich um folgende Sonden (cDNAs)

c-Jun: Die cDNA des c-Jun Transkriptionsfaktors gehort zu den ,early response
genes” und bildet mit Fos ein Heterodimer. Schnelle Aktivierung findet vor allem in
Mitogen-stimulierten Fibroblasten statt. Die Nukleotidgrofle betragt 2,722 kb. Es
ist auf dem Chromosom 1 p32-p31 lokalisiert. Das Protein besitzt ein
Molekulargewicht von 39 kDa, (freundlicherweise von Dr. R. Bravo zur Verfiigung
gestellt).

ATF-2: c-AMP response element (CRE-BP1) binding protein; activating
transcription factor-2. Kurzbezeichnung: plaf-hATF2. Die cDNA besitzt eine Grofle
von 2,4 kb. Transfiziert durch das Bakterium DH10B. Durch das Enzym amp-$-gal
aus dem Vektor Lafmid BA herausgeschnitten. Lokalisiert auf dem Chromosom 2:
q32 (IMAGp998D16283; RZPD, Berlin).
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Elk-1: Gehort zu der Familie der ETS-Domén-Proteine. Stimuliert die
Transkription von Genen, indem eine Bindung an purinreiche DNA-Sequenzen
stattfindet. Nukleédres Phosphoprotein (44 kDa), stimuliert durch die drei Familien
der MAPKs. Tertidr-Komplex mit den Ets- und SRF-Bindungsmotiven des
Fos-serum response elements. Chromosomale Lokalisation: Chromosom 10 p11.2
(IMAGpP998E173968; RZPD, Berlin).

c-Fos: Die ¢cDNA des human cellular FBJ osteosarcoma oncogene homologue.
Nukleédres Phosphoprotein, bildet eine nicht-kovalente Bindung mit dem
c-Jun/AP-1 Transkriptionsfaktorkomplex. Die c-Fos Expression wird durch eine
Vielzahl von Stimuli gesteigert, wie z.B. Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Neurotransmitter, Polypeptid-Hormonen und v.a.. Chromosomale Lokalisation:
Chromosom 14 q24.3. Die Nukleotidgrofle betrdagt 2,2 kb. Das Protein besitzt ein
Molekulargewicht von 40 kDa (ATCC41042, Rockville, USA).

c-Myc: Human cellular avian myelocytomatosis oncogene homologue. Nukleére
Lokalisation, Transkriptionsfaktor, vor allem an der Transkription von Wachstums-
faktor-regulierten Genen beteiligt. Lokalisiert auf Chromosom 8 q24.12-q24.13. Die
Nukleotidgrole betridgt 2,7 kb. Das Protein besitzt ein Molekulargewicht von
48 kDa (PCR-Produkt; freundlicherweise von Dr. H.S. Sharma zur Verfiigung
gestellt).

Eine Mischung von Zufalls-Hexanukleotiden wurde verwendet, um die
DNA-Synthese in vitro zu starten. Als Matrize diente eine fiir die Sonde
entsprechende lineare Doppelstrang-cDNA, die denaturiert wurde. Hexanukleotide
lagerten sich an und der komplementére Strang wurde unter Einbau des radioaktiv
markierten dCTPs synthetisiert. Auf diese Weise konnten Sonden mit extrem hoher
spezifischer Aktivitdt hergestellt werden. Mit Markierungssystemen wurden 25 ng
Matrizen-DNA radioaktiv markiert (Prime-a-gene® Labeling System, Rediprime
DNA labelling system, Prime-1t®RmT random Primer Labeling Kit, Ready-to-go
DNA-labelling Kit).

Die einzelnen Komponenten wurden auf Eis gelagert und langsam aufgetaut. Das
wéarmeempfindliche Klenow-Enzym wurde bei -20°C aufbewahrt. Die DNA, die als
Sonde benutzt werden sollte, wurde in Wasser gelost und bei 95°C fiir 5 min
denaturiert. Nach kurzem Abkiihlen auf Eis wurden folgende Komponenten
zugegeben:

10 ul 5 x Markierungspuffer
2 ul ANTP-Mix (dATP, dTTP, dGTP), -je ANTP 20 uM
2 ul nukleasefreies BSA (400 ug/ml)
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Im S1-Radioaktivlabor der Sicherheitsstufe 1:
4 ul #P dCTP (50 uCi)
1 ul Klenow-Enzym (5 Units)

Nach sorgfiltigem Mischen wurde bei Raumtemperatur fiir 60 min inkubiert. Die
Reaktion wurde bei 95°C innerhalb von 5 min abgestoppt und die Probe auf Eis
gestellt. Entweder konnte sie sofort verwendet werden oder fiir den spéteren
Verbrauch bei -20°C gelagert werden.

8.2.14. Papierchromatografie

Die Papierchromatografie dient der Bestimmung der eingebauten radioaktiv
markierten Nukleotide.

Auf einem Chromatografiepapier-Streifen wurde 1 uxl der markierten Probe
aufgetragen und der Streifen zwischen zwei Objekttrdgern eingeklemmt und in eine
0,5 M KH,PO,-Losung gehéngt. Nach ca. 15-20 cm Laufstrecke wurde der Streifen
unter Rotlicht getrocknet, in eine obere und untere Region getrennt und die
Radioaktivitdt mittels Szintillationszdhler gemessen. In die untere Region
wanderten die nicht eingebauten freien Nukleotide.

Cpcm eingebaut / Gesamt-cpm x 100% = % Einbau

Auf 1 ml Hybridisierungspuffer wurde 10° cpm (bezogen auf die eingebaute
Radioaktivitit) eingesetzt.

8.2.1.5. Hybridisierung

Die berechnete Menge der markierten Probe wurde aufgekocht, kurz auf Eis
abgekiihlt, abzentrifugiert und in den Puffer der Hybridisierungsrohre gegeben. Die
Hybridisierung erfolgte fiir 16 bis 20 h im Hybridisierungsofen, wie auch die
Priahybridisierung, bei 42°C unter nicht stringenten Bedingungen (50% deioni-
siertes Formamid, 1 M NaCl). Deionisiertes Formamid erniedrigt in einer Konzen-
tration von 1% die Schmelztemperatur von DNA um 72°C. Es geht eine Verbindung
mit der Aminogruppe von Adenin ein und verhindert auf diese Weise die Bildung
von A-T-Basenpaaren. Die Folge ist eine Denaturierung von doppelstringiger
DNA *%,
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8.2.1.6. Waschen der Membran

Die Membran wurde in der Waschlésung in einer Glasschiissel im Wasserbad
geschwenkt.

2 x 5 min in 2 x SSC + 0,1% SDS bei Raumtemperatur
2x 15minin 2 x SSC + 0,1% SDS bei 42°C

2 x 5 min in 0,2 x SSC + 0,1% SDS bei 42°C

2 x 5 min in 0,2 x SSC + 0,1% SDS bei 68°C

8.2.1.7. Autoradiografie

Mit der Autoradiografie konnen Radionukleotide tiiber Filmschwirzung
nachgewiesen werden. Die auf den Film einwirkende Strahlung, hier y-*’P-CTP,
bewirkt iiber Ionisationsprozesse eine Freisetzung von Elektronen, die zur
Reduktion von Silberionen zu atomarem Silber (schwarz) fithren. Die entwickelten
Filme bezeichnet man als Autoradiogramme. Bei ??P handelt es sich um
energiereiche Strahlung, welche einen entsprechenden Schutz durch Plexiglas-
abschirmung bzw. Schutzbrille erfordert **°.

Die Membranen wurden in Rontgenkassetten mit eingebauten Verstirkerfolien
verbracht. Diese Verstdrkerfolien arbeiten nach dem Szintillationsprinzip bei
-80°C. Die radioaktiven Membranen wurden mit einem Rontgenfilm in Kontakt
gebracht, welcher 24 h oder ldnger auflag. Die Filme wurden in der Dunkelkammer
aufgelegt und nach ausreichender Exposition in der Entwicklungsmaschine
entwickelt. Ein Signal macht eine weitgehend eindeutige Aussage iiber das
Vorliegen einer gesuchten RNA-Sequenz, die mit einer spezifischen Sonde
hybridisiert hat.

Lagen nur schwache Signale vor, wurde die Membran mit kochendem 0,1%-igem
SDS iibergossen und 30 min bei Raumtemperatur schwenkend dehybridisiert. Eine
Membran wurde bis zu sechsmal fiir die Hybridisierungen genutzt. Dabei war es
jedoch moglich, dass RNA mit jeder Dehybridisierung zum Teil abgewaschen

wurde.

9. Auswertung und Statistik

Die Datenaufarbeitung, Auswertung und grafische Darstellung der Ergebnisse
erfolgte mit Hilfe des Programms Excel (Microsoft Corporation). Alle Ergebnisse
wurden als Mittelwert mit den zugehoérigen Standardfehlern dargestellt. Die
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vergleichende Statistik wurde mittels SigmaStat durchgefiihrt. Die verwendeten
Tests waren bei gegebenen Voraussetzungen die einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) bzw. bei abhédngigen Stichproben die Varianzanalyse fiir Messwieder-
holungen (RM ANOVA). Andernfalls kamen der Kruskal-Wallis-Test bzw. der
Friedman-Test in Frage. Zum Vergleich zweier Gruppen, unabhédngiger oder
abhéngiger Stichproben, wurden der t-Test bzw. alternativ der Mann-Whitney oder
Wilcoxon-Test benutzt. In allen Féllen wurde ein Ergebnis mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant anerkannt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Etablierung eines in-vivo-Modells des Schweines zur
Quantifizierung von Infarkten nach der Applikation MAPKs-
inhibierender Substanzen

Es wurde ein Modell etabliert, das die Rolle der Mitogen-aktivierten-
Proteinkinasen-Signalvermittlung wé&dhrend eines ischdmischen
Priakonditionierungsprotokolls (IP) aufzeigte. Die MAPKs-Transduktionskaskaden
wurden im Schweineexperiment durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren
blockiert und die Auswirkungen dieser Inhibition auf die IP-erzeugte
Kardioprotektion durch Bestimmung der Infarktgrofe dargestellt. Die
Aktivitatsverminderung der MAPKs durch die Inhibierung wurde des weiteren
tiber den Grad ihrer Phosphorylierung sowie der ihrer nachgeschalteten Substrate
und Transkriptionsfaktoren bestimmt.

Mittels des etablierten Modells am Schwein wurden Versuchsprotokolle ohne
Prdakonditionierung durchgefiihrt, d.h. Experimente, die nur die alleinige Index-
ischdmie und die folgende Reperfusion beeinhalteten. Diese Protokolle stellten die
Kontrollen im Vergleich zu den Pridkonditionierungsprotokollen dar. Zusitzlich
wurden Versuche unter Verwendung der Kontrollversuchsprotokolle mit
systemischer bzw. intramyokardialer Applikation der Testsubstanzen benutzt,
sodass der Vergleich zu den Pridkonditionierungsprotokollen mit
Substanzapplikation ersichtlich wurde.

Die Kontrollgruppen zu den Versuchen der systemischen Substanzapplikation
waren die Versuchsgruppen I, IIT und IV (Tab. 5). In allen durchgefiihrten Kontroll-
untersuchungen wurde das Losungsmittel KHB/DMSO (Krebs-Henselleit-
Puffer / DMSO) infundiert, da es als Losungsmittel aller verwendeten MAPKs-
Inhibitoren fungierte. DMSO wurde entsprechend der zum Losen der Test-
substanzen notwendigen Konzentration von 0,1% verwendet. Hierbei konnten keine
signifikanten Unterschiede (p < 0,001) der Infarktgréen im Vergleich zu den zuvor
durchgefiihrten Pilotversuchen ohne Applikation des Losungsmittels aufgezeigt

werden.

In den Versuchen der lokalen intramyokardialen Mikroinfusion wurde iiber ein
Nadelpaar nur das Losungsmittel der Substanzen verabreicht. Dies stellte fiir die
folgenden Biopsieentnahmen, neben dem ischdmischen Risikogebiet ohne
Substanzapplikation und dem Nicht-Risikogebiet, das wichtigste Myokardareal dar,
da diese Nadeln ebenfalls in das erwartete ischdmische Myokard platziert wurden.
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Die Diffusion der Substanzen bei der Anwendung der intramyokardialen
Applikationsform erfolgte unter Beriicksichtigung ihrer Diffusionskoeffizienten und
der vorherrschenden Konzentrationsunterschiede im perfundierten Myokard. Dies
bedeutet, dass bei einem Koeffizienten von 1 die infundierte Stoffmenge pro
Sekunde einen Quadratzentimeter des Myokards passierte.

Alle experimentell untersuchten Substanzen der vorliegenden Arbeit wurden vor
ihrer Anwendung in den genannten Ischdmie- oder Prikonditionierungsprotokollen
durch eine intramyokardiale Infusion in nicht ischdmisches Myokard getestet.
Hierdurch konnte festgestellt werden, ob die alleinige Substanzapplikation ohne
Ischdmie Nekrose induzierte. Diese Pilotversuche zeigten negative Ergebnisse fiir
alle verwendeten Substanzen, d.h. um die jeweiligen Infusionsnadeln der
Substanzen konnte kein Infarkt festgestellt werden.

1.1. Ermittlung der InfarktgréBe am etablierten Schweinemodell

Die InfarktgroBe (IGr) berechnete sich aus dem Quotienten des Infarktgebietes (IG)
relativ zum Risikogebiet (RG). Die Planimetrierung wurde distal der
Okklusionsstelle des Ramus interventricularis paraconalis, additiv aus sechs
Abbildungen der Herzscheiben des linken Ventrikels unter Einbeziehung des
Scheibengewichtes durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.4.2.3. Material und Methode).

Das Verhiéltnis aus der GroB3e des Risikogebietes (RG) und der Gesamtgrofle des
linken Ventrikels (LV) wurde bei jeder Herzscheibe mit bestimmt und ein
Mittelwert pro ausgewertetem Herz errechnet. Varianzen gleicher Auspridgung, von
grofleren Werten der basalen Scheiben, zu kleineren Werten der apikalen Scheiben
waren in allen Versuchen zu beobachten. Der Vergleich der Mittelwerte des
Quotienten aus RG/LV zwischen den Gruppen erbrachte jedoch keine Unterschiede
der Werte.

Die nachfolgenden Abbildungen der Herzscheiben stellen nur eine kleine Auswahl
des gesamten dokumentierten Materials dar. Sie geben jedoch einen
reprasentativen Querschnitt der gefundenen Verdnderungen des jeweiligen
Versuchsprotokolls wieder.

1.2. Wahl des Prikonditionierungsprotokolls zur Testung der
MAPKSs-Inhibitoren PD98059, U0126, Taxol und Actinomycin-D

Erste Versuche der Arbeit erbrachten die Erkenntnis, dass das Prékonditio-
nierungsmodell 1 (Versuchsgruppe III) mit zwei Prédkonditionierungszyklen
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10 miniitiger Ischdmie gefolgt von 30 minitiger Reperfusion und anschlieBender
60 miniitiger Indexischdmie und 60 miniitiger Reperfusion im Vergleich geringere
Infarktreduktion erzielte, als zweimalig 10 min Ischémie und 10 min Reperfusion,
gefolgt von einer 40 miniitigen Indexischdmie und 60 mintutiger Reperfusion
(Prékonditionierungsprotokoll 2; Versuchsgruppe IV). Aufgrund dieser Ergebnisse
und der Intention, lokale intramyokardiale Infusionen von MAPKs-Inhibitoren
durchzufithren, die Infarkte induzierten, wédhlten wir das Prédkonditionierungs-
modell 2 aus, welches eine definitive ja- oder nein-Antwort der Infarktbewertung
zulieB3. Das Priakonditionierungprotokoll 2 mit einem durch Pridkonditionierung
nahezu vollstdndig geschiitzten Myokardgebiet, ermdoglichte die eindeutige
Bewertung der Inhibitorenwirkung. Man konnte davon ausgehen, dass die Infarkte
allein aufgrund der Inhibitorenwirkung entstanden.

1.3. Wahl des Indexischimieprotokolls zur Untersuchung des p38-MAPKs-
Inhibitors SB203580

Erste Versuche mit der SB203580-Substanz zeigten im Gegensatz zu den anderen
Testsubstanzen eine kardioprotektive Wirkungsweise. Daher musste ein
Indexischdmieprotokoll gewéhlt werden, welches relativ grofle Infarkte produziert,
um eine signifikante Reduktion der InfarktgroBe durch SB203580 erzielen zu
konnen. Es wurde das Kontrollprotokoll 1 (Versuchsgruppe I) mit 60 min Ischédmie
und folgender Reperfusion von 60 min ausgewdihlt.

1.4. Auswirkungen der Substanzapplikationen auf die dokumentierten
himodynamischen Parameter des Schweinemodells

Weder die systemische noch die lokale intramyokardiale Applikation der getesteten
Substanzen verursachten Verdnderungen des Blutdruckes und der Herzfrequenz
im Vergleich zu Kontrollversuchen. Bedingte Blutdrucksenkungen und Frequenz-
schwankungen wéhrend der Ischdmiephase der Protokolle waren sowohl in den
Kontroll- als auch Testgruppentieren zu beobachten. Wahrend der ersten funf
Minuten der Ischdmiephasen der Prdkonditionierung und Indexischdmiephase
konnte eine Frequenzsteigerung um 20% des Basiswertes beobachtet werden. Die
Tiere stabilisierten sich jedoch zumeist ab einer Ischdmiedauer von 30-40 min und
erreichten die Ausgangswerte von ~70-90 mmHg des Blutdruckes und eine
Frequenz von 60-70 Schldgen/min. Mit Einsatz der Reperfusion konnten stets
Reperfusionsarrhythmien festgestellt werden. Es wurden Extrasystolen sowie
idiopathische ventrikuldre Rhythmen (ventrikuldre Tachykardien) beobachtet. Sie
gaben uns die Sicherheit der stattfindenden Reperfusion. Eventuell waren ein bis
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zwei Defibrillationen im Bereich von 100-200 J notwendig, hdufig fand jedoch eine
autonome Regulation des Sinusrhythmus statt. Wahrend der gesamten Phase der
Reperfusion war der Blutdruck konstant niedriger (~30%) als zu Beginn des
Versuches und wihrend der Ischdmiephase. Werte zwischen 45-60 mmHg wurden
hierbei notiert.

2. Ubersicht iiber die planimetrisch bestimmten InfarktgréfSen
der Tiere der verschiedenen Versuchsgruppen

Aufgrund der Vielzahl der angewendeten Versuchsprotokolle und der Verwendung
finf verschiedener Inhibitoren der MAPKs-Kaskade befindet sich bereits zu Beginn
dieses Ergebnisteils eine tabellarische Aufzeichnung (Tab. 5) der nachfolgend
anhand von Abbildungen und grafischen Darstellungen aufgefiithrten Infarktgrof3en
der sieben Versuchsgruppen.

3. InfarktgroBendarstellung der Tiere der Ischidmie- und Pra-
konditionierungsprotokolle ohne Testsubstanzapplikation

3.1. InfarktgroBe der Tiere der Versuchsgruppe I

Dieses Ischédmie/Reperfusionsprotokoll mit 60 min Ischdmie und 60 min Reper-
fusion stellte unsere Kontrolle 1 dar. Es wurde nach Beendigung des Versuchs-
protokolls eine Infarktgrofe von 69,3 + 2,7% des Risikogebietes festgestellt. Dies
stellte im Vergleich zum Pridkonditionierungsprotokoll 1 (IGr: 21,9 + 3,3%,
s. Abschnitt 3.3.) dessen kardioprotektives Potenzial dar. Des weiteren konnten wir
eine signifikant (p < 0,05) gesteigerte Infarktgrofle gegeniiber dem zweiten
Kontrollprotokoll (Versuchsgruppe IV; IGr: 54 + 2,5%, siehe Abschnitt) mit 40 min
Ischédmie gefolgt von 60 min Reperfusion beobachten (Abb. 25 und 29).

3.2. InfarktgroBe der Tiere der Versuchsgruppe IV

Dieses Ischdmie/Reperfusionsprotokoll stellte die zweite Kontrollgruppe der Studie
dar. Die InfarktgroBe betrug nach 40 min Ischdmie und 60 min Reperfusion
54,0 + 2,5% des Risikogebietes (Abb. 26 und 29).
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Tab. 5: Tabellarische Aufzeichnung der Infarktgroe der verschiedenen
Versuchsgruppen (I-VII). CO: Koronare Okklusion; RP: Reperfusion; IP:
ischdmische Pridkonditionierung; syst.: systemische Applikation der Substanz;
i. myok.: intramyokardiale Applikation der Substanz; Actino-D: Actinomycin-D;

kg KGW: pro Kilogramm Korpergewicht.

Gruppe experimentelles Protokoll InfarktgroRe (IGr) %
I syst. KHB / DMSO + CO 60°/ RP 60' 69,3 +2,7%
I syst. SB203580 + CO 60' / RP 60’ 0,17 mg / kg KGW: 36,1 = 5,6%
I i. myok. SB203580 + CO 60°/ RP 60° 40 nM: 36,8 = 3,7%
[} syst. KHB /DMSO + IP 1 + CO 60° / RP 60 21,9 £ 3,3%
IV syst. KHB/DMSO + CO 40°/ RP 60' 54 +2,5%
IV syst. UO126 + CO 40° / RP 60° 0,12 mg / kg KGW: 69,8 + 3,8%
IV syst Taxol + CO 40°/ RP 60' 0,17 mg / kg KGW: 65,4 +1,7%
v syst. Actino-D + CO 40°/ RP 60° 0,05 mg/ kg KGW: 78,5+ 3,8%
v i. myok. PD98059 + CO 40°/ RP 60° 50 uM: 59,4 +1,9%
v syst. KHB / DMSO + IP 2 +CO 40°/ RP 60* 2,5+0,75%
Vi syst. SB203580 + IP 2 + CO 40*/ RP 60* 0,17 mg / kg KGW: 3,2 = 0,5%
Vi syst. UO126 + IP 2 + CO 40°/ RP 60* 0,25 mg/ kg KGW: 68,7 = 2%
0,22 mg / kg KGW: 54,6 +0,5%
0,12 mg/ kg KGW: 41,6 £1,2%
Vi syst. Taxol + IP 2 + CO 40' / RP 60' 0,17 mg / kg KGW: 40,1 +4,2%
Vi syst. Actino-D + IP 2 + CO 40°/ RP 60" 0,12 mg/ kg KGW: 88,6 +1,7%
0,05 mg/ kg KGW: 65,6 = 1,5%
VI i. myok. KHB/DMSO + IP 2 + CO 40°/ RP 60* 3,8 +0,5%
VI  |i. myok. SB203580 + IP 2+ CO 40°/ RP 60’ 40 nM: 3,8 +0,5%
VII | i. myok. PD98059 + IP 2+ CO 40’ / RP 60’ 50 uM: 28 = 2%
25 uM: 20,3 = 2%
12,5 uM: 8,8 +1,3%
6,25 uM: 3,2+ 0,2%
VI  i. myok. UO126 + IP 2+ CO 40°/ RP 60 50 mM: 36,5 + 2%
50 uM: 32,5+ 1%
50 nM: 5,5+0,75%
VI i. myok. Taxol + IP 2+ CO 40' / RP 60' 100 nM: 34,1 +2,6%
50 nM: 28 + 3,2%
VI | i. myok. Actino-D + IP 2+ CO 40 / RP 60' 50 uM: 39,4 +4,8%
25 uM: 26,4 +1,8%
12,5 uM: 15,6 = 2,3%
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Abb. 25: Abbildung der basalen Schnittan-
sicht einer Herzscheibe eines Tieres der Kon-
trollgruppe 1 (Versuchsgruppe I). D a s
Infarktgebiet zeigt sich als weifes,
TTC-ungefiarbtes Myokardareal, im ansonsten
purpurot gefuarbten Risikogebiet des linken

Abb. 26: Apikale Schnittansicht einer Herz-
scheibe eines Tieres der Kontrollgruppe 2
(Versuchsgruppe IV mit KHB/DMSO-Appli-
kation). Das Infarktgebiet zeigt sich als
weifles, TTC-ungefirbtes Myokardareal, im
ansonsten purpurrot gefarbten Risikogebiet
des linken Ventrikels. Das Risikogebiet grenzt
sich vom Nicht-Risikogebiet durch die Ab-
wesenheit der orange-fluoreszierenden Mikro-

spharen ab.

3.3. InfarktgroBe der Tiere der Versuchsgruppen IIT und V

Die Infarktgrof3e der Tiere der Versuchsgruppe III betrug 21,9 + 3,3% des Risiko-
gebietes, es stellte unser Prdkonditionierungsprotokoll 1 dar. Eine signifikante
(p <0,02) Reduktion der InfarktgroBBe im Vergleich zur Kontroll-
gruppe 1 = Versuchsgruppe I (IGr: 69,3 + 2,7%) war zu beobachten. In der
Versuchsgruppe V wurde das Pridkonditionierungsprotokoll 2 abgehandelt. Hier
wurde eine Infarktgrofle von 2,5 + 0,75% des Risikogebietes festgestellt. Dies stellte
eine signifikante (p <0,02) Reduktion gegeniiber der Kontrollgruppe 2 =
Versuchsgruppe IV mit KHB/DMSO-Infusion und einer InfarktgréBe von 54 =+ 2,5%
dar (Abb. 27, 28 und 29).
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Abb. 29: Darstellung der Infarktgrofle (IGr in Prozent der Fliche des Risikogebietes
des linken Ventrikelmyokards) der Indexischimiekontrollgruppen (Versuchs-
gruppe I = Kontrollgruppe 1 und Versuchsgruppe IV = Kontrollgruppe 2) im Ver-
gleich zu den jeweiligen Prakonditionierungsprotokollen.
IP = ischamische Prakonditionierung.
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4. Untersuchung der p38-MAPKs-Kaskade mittels des spezi-
fischen Inhibitors SB203580

4.1. InfarktgroBe der Tiere der Versuchsgruppe 11

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde der Effekt der lokalen und systemischen
intramyokardialen SB203580-Applikation auf die Infarktentstehung nach 60 min
Indexischdmie und 60 min Reperfusion ohne vorgeschaltetem Prikonditio-
nierungsprotokoll untersucht.

Es wurde zur Testung der intramyokardialen Applikation der SB203580-Substanz
das Indexischdmieprotokoll 1 ausgewidhlt. Hierdurch konnte die protektive
Wirkung des p38-MAPKSs Inhibitors in einem grof3flédchig infarzierten Risikogebiet
beurteilt werden.

Die lokale intramyokardiale Mikroinfusion von SB203580 erfolgte in diesem
Versuchsabschnitt 60 min vor der Indexischdmie mit einer Konzentration von
40 nM, einer Infusionsgeschwindigkeit von 20 ul/h (siehe Abschnitt Versuchs-
protokoll; Gruppe II). Durch die SB203580-Applikation wurde eine signifikante
(p < 0,02) InfarktgroBBenreduktion auf Werte von 36,8 + 3,7% des Risikogebietes im
Vergleich zur Kontrollgruppe 1 (69,3 + 2,7%) erzielt (siehe Abschnitt Versuchs-
protokoll; Gruppe I). Makroskopisch konnten geschiitzte Myokardgebiete von
keilformigiger Gestalt um die Mikroinfusionsnadeln beobachtet werden, die sich
inmitten von nekrotischem, TTC-ungefiarbtem Myokardgewebe befanden (Abb. 6A
und 7). In den Kontrollversuchen wurden iiber die Infusionsnadeln das Losungs-
mittel von SB203580, KHB/DMSO (Konzentration von DMSO 0,1%) verabreicht.
Hierbei konnte keine Protektion im Diffusionsgebiet des Losungsmittel eruiert
werden, d.h. um die Nadeln war TTC-ungeféarbtes, weill-infarziertes Myokard zu
sehen.

Die intravendse systemische Gabe von SB203580 erfolgte in einer Dosierung von
0,17 mg/kg KGW fiir die Dauer von 60 min vor der 60 miniitigen Indexischdmie
(siehe Protokoll; Gruppe II). Auch bei dieser Applikationsform von SB203580 wurde
eine signifikante (p < 0,02) InfarktgroBenverminderung von 36,1 + 5,6% des
Risikogebietes im Vergleich zur Kontrollgruppe 1 (IGr: 69,3 + 2,7%) erzielt (siehe
Protokoll; Gruppe I) (Abb. 30B und 31). Die nach systemischer SB203580-Gabe
entstandenen Infarkte waren von punktformiger Gestalt und unterschieden sich
deutlich von dem soliden Charakter der Infarkte der Kontrollgruppen, die sich von
subendokardialen Regionen nach subepikardial ausbreiteten.

In der dargestellten Versuchsreihe wurde SB203580 in einer Konzentration von
0,17 mg / kg KGW appliziert. Dabei verstarben drei der insgesamt 27 behandelten
Tiere zu einem frithen Zeitpunkt der Ischdmie (10.-20. min).
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SB203580-Mikroinfusion
l infarziertes Myokard

normales
nicht-ischamisches
Myokard

Abb. 30: A Apikale Schnittansicht einer Herzscheibe nach lokaler intramyo-
kardialer SB203580 Mikroinfusion (40 nM). Geschiitzte, TTC-ungefarbte
Myokardareale sind um die Mikroinfusionsnadeln zu erkennen. B Basale Ansicht
einer Herzscheibe nach systemischer SB203580 Applikation (0,17 mg/kg KGW). Das
weifle, TTC-ungefirbte Infarktgebiet befindet sich in den endokardialen Abschnitten
des Risikogebietes. Geschiitzes nicht-nekrotisches Myokardgewebe umschliefit das
Infarktgebiet.
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Abb. 31: Grafische Darstellung der Infarktgroffen der Tiere der Versuchsgruppen I
und II nach systemischer bzw. lokaler intramyokardialer Applikation von
SB203580. Die Werte der Gruppe II wurden im Vergleich zur Infarkigrofle der Tiere
der Versuchsgruppe I (Kontrollgruppe 1) aufgetragen.

i.myok. SB = intramyokardiale Infusion von SB203580,

syst. SB = systemische Infusion von SB203580.
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4.2, InfarktgroBe der Tiere der Versuchsgruppen VI und VII nach
systemischer bzw. intramyokardialer SB203580-Applikation und
vorgeschaltetem Prikonditionierungsprotokoll 2

In diesem Abschnitt der Untersuchungen erarbeiteten wir den Effekt der
systemischen und lokalen intramyokardialen SB203580-Applikation auf die
Infarktentstehung nach 40 min Indexischdmie und 60 min Reperfusion mit dem
vorgeschalteten Priakonditionierungsprotokoll 2.

Die systemische Infusion von SB203580 (0,17 mg/kg KGW) erfolgte widhrend eines
40 miniitigen Vorlaufes und widhrend beider Reperfusionszyklen der folgenden
Priakonditionierung (siehe Protokoll; Gruppe VII). Die Testsubstanz hatte keinen
Einfluss auf die infarktreduzierende Wirksamkeit des Prdkonditionierungs-
protokolles. Die IGr erhohte sich minimal von 2,5 + 0,75% auf 3,2 = 0,5% (Abb. 32B
und 33).

Auch die lokale intramyokardiale Infusion der SB203580-Substanz bedingte nur
eine geringfiigige Erhéhung der IGr auf 3,8 + 0,5%, jedoch konnte kein nekrotisches
Myokard um die Nadeln festgestellt werden (Abb. 32A und 33), d.h. der protektive
Mechanismus der Priakonditionierung wurde durch SB203580 nicht aufgehoben.

KHB/DMSO-
Mikroinfusion l

SB203580-Mikroinfusion

Abb. 32: A Herzscheibe nach intramyokardialer SB203580-Applikation mit
nachfolgender ischimischer Prakonditionierung (IP 2). Die Abbildung zeigt die
Scheibe in basaler Schnittansicht. B Das Bild zeigt die apikale Ansicht einer
Herzscheibe nach systemischer SB203580 (0,17 mg/kg KGW) Infusion und
nachfolgender ischamischer Prikonditionierung 2.
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Abb. 33: Grafische Darstellung der planimetrisch quantifizierten Infarktgrofien der
Kontrollgruppe 2 (Gruppe 1V) mit syst. KHB/DMSO Infusion. Diese wurden im
Vergleich zum Pradkonditionierungsprotokoll 2 (Versuchsruppe V), zur
Versuchsgruppe VI nach systemischer SB203580-Infusion und zur Versuchsgruppe
VII nach intramyokardialer Gabe von SB203580 oder KHB/DMSO aufgetragen.
i.myok. SB = intramyokardiale Infusion von SB203580, syst. SB = systemische
Infusion von SB203580, syst. KHB = systemische Applikation von DMSO in Krebs-
Henselleit-Puffer.

5. In-vitro Untersuchungen der SB203580-Studie

5.1. Effekt der SB203580-Applikation auf die Phosphorylierungs-
intensitit / Aktivitit der p38-MAPKs-Kaskade

Im Versuchsabschnitt der SB203580-behandelten Tiere erfolgten Western Blot
Analysen unter Verwendung des spezifischen anti-Phospho-p38-MAPKs-Anti-
korpers. Das Epitop des Antikorpers beinhaltete die duale Phosphorylierungsstelle
der p38-MAPKs an den Aminosduren Thr180 und Tyr182.

Die Untersuchungen wurde an den Drillbiopsien des linken Ventrikels
durchgefiihrt, die zu den Zeitpunkten der 0. min, 5. min, 10. min, 20. min, 30. min,
45. min und 60. min der Ischdmie entnommen wurden. Sie stammten aus dem mit
systemisch SB203580 (Versuchsgruppe II) behandelten Risikogebiet (RG), aus dem
mit systemisch KHB/DMSO behandelten RG (Versuchsgruppe I) und dem Nicht-
Risikogebiet des linken Ventrikels (NRG) (Versuchsgruppe I und II).
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Sowohl in den SB203580-behandelten, als auch den KHB/DMSO-behandelten
Tieren wurde im Vergleich zu nicht-ischdmischem Myokardgewebe ein signifi-
kanter (p < 0,05) Anstieg der p38-MAPKSs-Phosphorylierungsintensitdt wahrend
des Ischdmieverlaufs festgestellt. Das Phosphorylierungsmaximum der p38-MAPKs
wurde in beiden Gruppen zum Zeitpunkt der 20. min der Ischdmie erreicht, ohne
einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen der KHB/DMSO- und
SB203580-behandelten Tiere zu beobachten. Danach nahm die Phosphorylierungs-
intensitédt der SB203580-behandelten Tiere bis zur 45. min der Ischdmie ab. Zum
Zeitpunkt der 60. min war wiederum ein leichter Anstieg zu verzeichnen. In den
KHB/DMSO-behandelten Tieren war eine stetige Reduktion der Phosphorylierung
bis zur 60. min der Ischdmiephase zu beobachten. Signifikante Unterschiede
zwischen SB203580- und KHB/DMSO-behandelten Tieren waren nur zu den
Zeitpunkten der 30. min und 45. min zu erkennen (p < 0,05) (Abb. 34 und 35).

Zur Kontrolle der phosphorylierten Form der p38-MAPKSs wurden die untersuchten
Proben auch stets einer Detektion mit dem nicht-phosphorylierten Antikérper der
p38-MAPKSs unterzogen. Hierbei wurde der Anteil des Gesamtkinaseproteins in der
jeweiligen Zellfraktion nachgewiesen. Es zeigten sich im Vergleich der Proben aus
dem mit SB203580 (syst) behandelten Risikogebiet (Zeitpunkt 0., 5., 10., 20., 30.,
45. und 60. min), aus dem mit KHB/DMSO (syst) behandelten RG (gleiche
Zeitpunkte), aus nicht-behandeltem Risikogebiet und Nicht-Risikogebiet keine
Unterschiede (Abb. 36 und 37).

Die Dokumentation der p38-MAPKs-Aktivitdt erfolgte mittels einer ,in-Gel-
Phosphorylierung® des p38-MAPKs spezifischen Substrates,
GST-MAPKAPK-2(46-400). Der Aktivitdtsverlauf war vergleichbar dem der
Phosphorylierungsintensitdt (Abb. 33), d.h. es konnte ein Anstieg durch Ischémie,
sowohl bei den SB203580- als auch bei den KHB/DMSO-behandelten Tieren im
Vergleich zu unbehandeltem Myokardgewebe dargestellt werden. Des weiteren
zeigte sich bis zur 20. min der Ischédmie kein Unterschied der p38-MAPKs-Aktivitat
in SB203580- und KHB/DMSO-behandelten Tieren (Abb. 38 und 39A). Zur
Kompensation des Auswascheffekts fiihrte man die Aktivitdtsbestimmung unter
Anwesenheit des SB203580 (50 nM)-Inhibitors durch. Es wurde bereits zur 5. min
der Ischdmie eine signifikante (p < 0,05) Inhibition der p38-MAPKs-Aktivitdt durch
SB203580 festgestellt, die sich widhrend des gesamten Verlaufs der Ischidmie
fortsetzte (Abb. 38 und 39B). Die dauerhafte Prdsenz des Inhibitors bei der
Aktivitdtsbestimmung war daher fiir die Wirksamkeit im Myokard essentiell.
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Abb. 34: Diese Western Blot Daten zeigen den Effekt der KHB/DMSO- (A) und
systemischen SB203580-Infusion (B) auf die Phosphorylierung (P) der p38-MAPKs
wahrend des Verlaufs des Indexischimieprotokolles 1. Die Untersuchung erfolgte
unter Verwendung des spezifischen Antikorpers, dessen Epitop sich gegen die
Phosphorylierungsstellen Thri180/Tyr 182 richtete. Die Pfeile an der rechten Seite
entsprechen einem Molekulargewicht von 38 kDa, der Molekiilgrofie der p38-MAPKs.
C = Gewebe eines unbehandelten linken Ventrikels, CE = Gewebe des Nicht-
Risikogebietes nach Ende des SB203580-Infusionsintervalls, 0., 5., 10., 20., 30., 45.
und 60. min = Gewebe entnommen an den entsprechenden Zeitpunkten der
Indexischdimie (Stanzbiopsien der Versuchsgruppen I und II).
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Abb. 35: Quantifizierung der p38-MAPK-Phosphorylierung des Myokard-
Risikogebiets (RG) zu den Zeitpunkten der 0., 5., 10., 20., 30., 45. und 60. (min) der
Indexischiamie. Die Werte der KHB/DMSO-behandelten (graue Saulen; KHB) und
SB203580 (weifle Sdaulen; SB) behandelten Myokardgewebeproben wurden als
prozentualer Anteil zum Kontrollgewebe C (Gewebe eines unbehandelten linken
Ventrikels) aufgetragen.
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Abb. 36: Effekt der systemischen KHB/DMSO-Applikation (A) und systemischen
SB203580-Applikation (B) auf den Gesamt-p38-MAPK-Anteil der Proben. C =
Gewebe eines unbehandelten linken Ventrikels, CE = Gewebe des Nicht-
Risikogebietes nach Ende des SB203580-Infusionsintervalls, 0., 5., 10., 20., 30., 45.
und 60. min = Gewebe entnommen an den entsprechenden Zeitpunkten der
Indexischdimie (Stanzbiopsien der Versuchsgruppen I und II).
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Abb. 37: Quantifizierung der unter Abb. 36 reprisentativ dargestellten p38-MAPK-
Expression zu den genannten Zeitpunkten (min) der Indexischamie. Graue Sdulen
nach KHB/DMSO Behandlung; weifle Saulen nach SB203580-Behandlung.
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Abb. 38: Die Abbildung zeigt den Effekt der systemischen KHB/DMSO- (A) und
SB203580-Infusion (B, C) auf die p38-MAPKs-Aktivitiat anhand der Phospho-
rylierung des MAPKs-Substrates MAPKAP-K2. (C) stellt die Auswirkungen auf die
p38-MAPKs-Aktivitiat dar, sofern der Zusatz des SB203580-Inhibitors zum Gel
erfolgte. C = Gewebe eines unbehandelten linken Ventrikels, CE = Gewebe des
Nicht-Risikogebietes nach Ende des SB203580-Infusionsintervalles, 0., 5., 10., 20.,
30., 45. und 60.min = Gewebe entnommen an den entsprechenden Zeitpunkten der
Indexischdamie (Stanzbiopsien der Versuchsgruppen I und II).
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Abb. 39: Quantifizierung der p38-MAPK Aktivitit. Die Werte zeigen den
prozentualen Anstieg wihrend der genannten Zeitpunkte der Ischimie (min) im
Vergleich zur Kontrolle C (Gewebe eines unbehandelten linken Ventrikels). (A) Die
grauen Sdaulen stellen die Werte nach KHB/DMSO-Behandlung dar, die weiflen
zeigen den Effekt nach SB203580-Behandlung. (B) Die schwarzen Saulen zeigen die
Wirkung nach SB203580 Infusion ohne Zusatz des Inhibitors zum Gel, die
weif3/ schwarz-gemusterten Sdulen zeigen den Effekt nach SB203580-Infusion und
Zusatz des Inhibitors zum Gel.
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Abb. 40: Western Blot Analyse unter Verwendung des spezifischen Antikorpers,
welcher sich gegen die phosphorylierte Form (P) des ATF-2 Transkriptionsfaktors
richtete. (A) zeigt die Phosphorylierungsintensitit von ATF-2 nach KHB/DMSO-
Behandlung, (B) nach SB203580-Applikation. C = Gewebe eines unbehandelten
linken Ventrikels, CE = Gewebe des Nicht-Risikogebietes nach Ende des SB203580-
Infusionsintervalles, 0., 5., 10., 20., 30., 45. und 60. min = Gewebe entnommen an
den entsprechenden Zeitpunkten der Indexischimie. DM = Ende der KHB/DMSO
Infusion, SB = Ende der SB203580-Infusion, Start der Ischamie (Stanzbiopsien der
Gruppen I und II).
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Abb. 41: Quantifizierung der Phosphorylierungsintensitit (P) von ATF-2. Die
grauen Sdulen zeigen die Phosphorylierung wahrend des Ischamieverlaufs nach
KHB/DMSO-Behandlung, die weiffen Sdulen zeigen dies nach SB203580-
Applikation. Die Werte berechneten sich aus dem prozentualen Anteil des
Kontrollgewebes C. C = Gewebe eines unbehandelten linken Ventrikels, 0., 5., 10.,
20., 30., 45. und 60. min = Gewebe entnommen an den entsprechenden Zeitpunkten
der Indexischamie (Stanzbiopsien der Versuchsruppen I und II).
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Des weiteren wurde in den SB203580-behandelten Tieren die in-vivo Aktivitéat der
p38-MAPKSs untersucht, indem die Phosphorylierungsintensitét des Transkriptions-
faktors ATF-2 mittels Western Blot-Analyse bestimmt wurde. ATF-2 stellt neben
der MAPKAP-K2 ein spezifisches nukleédres Substrat der p38-MAPKs dar.

Es zeigte sich ein Anstieg der Phosphorylierungsintensitit des ATF-2 durch
Ischdmie in KHB/DMSO-behandeltem Myokardgewebe im Vergleich zu unbehan-
deltem nicht ischdmischem Myokard. Das Maximum war zum Zeitpunkt der
10. min der Ischdmie festzustellen, eine Reduktion der Phosphorylierung konnte
zum Zeitpunkt der 60. min beobachtet werden. SB203580 dagegen verursachte im
Risikogebiet im Vergleich zu KHB/DMSO-behandeltem Risikogebiet bis zur 45.min
der Ischdmie eine signifikante Inhibition der ATF-2-Phosphorylierung (p < 0,05;
Abb. 40 und 41).

5.2. Effekt der SB203580-Applikation auf die Phosphorylierungsintensit:t
der SAPKs/JNKs-Kaskade

Da es sich bei SB203580 um einen Inhibitor der Stress-aktivierten Proteinkinasen
handelt, wurde die Spezifitdt des Inhibitors SB203580 in seiner Wirksamkeit auf
die p38-MAPKs-Kaskade ebenfalls iiberpriift. Daher wurde die Phosphorylierungs-
intensitdt der SAPK/JNK-1/2 (JNK-55/-46) zu den unter Abschnitt 5.1 genannten
Zeitpunkten bestimmt. Es konnte kein Phosphorylierungsunterschied der JNK-1/2
in dem SB-, KHB/DMSO- Risikogebiet, in nicht-behandeltem Risikogebiet oder
Nicht-Risikogebiet festgestellt werden (siehe Abb. 42). Es zeigte sich in den
KHB/DMSO-behandelten Tieren eine geringe Phosphorylierungssteigerung der
SAPK/JNKs wihrend der Ischdmie.

i o : - - 4= P JNK-55
A e ' — = p.NK-46

C DM 5 10 20 30 45 60 Kon

;% : o e g P-INK-55
BE T WA W = - NK-46

C SB 5 10 20 30 45 60 CE

Abb. 42: Diese Western Blot Analysen zeigen den Effekt der systemischen
KHB/DMSO- (A) und SB203580 Infusion (B) auf die Phosphorylierungsintensitit
der JNK-1/2 (JNK 55/46). Kon = positive Kontrolle (Zellenextrakt nach unspezi-
fischer Stimulanz mittels Anisomycin). C = Gewebe eines unbehandelten linken Ven-
trikels, CE = Gewebe des Nicht-Risikogebietes nach Ende des SB203580-Infusions-
intervalles, 0., 5., 10., 20., 30., 45. und 60. min = Gewebe entnommen an den ent-

sprechenden Zeitpunkten der Indexischimie (Stanzbiopsien der Versuchsgruppen I
und II).
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6. Untersuchung der ERKs-Kaskade mittels der spezifischen
Inhibitoren PD98059 und UO126

In diesem Versuchsabschnitt der Studie wurden die Auswirkungen der ERKs-
Inhibitoren auf die kardioprotektive Wirksamkeit der ischdmischen
Prikonditionierung dargestellt. Die Substanz U0126 wurde systemisch und lokal
intramyokardial getestet. PD98059 dagegen wurde nur lokal intramyokardial
verabreicht. Serumuntersuchungen nach systemischer Gabe von PD98059 zeigten,
dass eine Bioverfiigbarkeit der Substanz bei dieser Art der Applikation nicht
vorhanden war, da ein wirksamer Blutspiegel nicht erreicht wurde. Der Hersteller
teilte mit, dass aufgrund des spezifischen Losungsverhaltens von PD98059 mit der
Neigung zur Ausfidllung in wéssrigen Losungen, der Inhibitor in den hier
verwendeten Konzentrationen nur gelost in DMSO bei 38°C injiziert werden kann.
Daher musste das Substanzgemisch auch fiir die Dauer der Mikroinfusion konstant
auf diesen Wert temperiert werden. In den ersten Versuchen, in denen PD98059 in
gesamt — 31).
Aufgrund dessen wurde in der Versuchsreihe eine maximale PD98059-

der Konzentration von 100 uM verwendet wurde, verstarben drei Tiere (n

Konzentration von 50 uM verwendet. Zur Darstellung einer Dosisabhédngigkeit
wurden die folgenden vier Konzentrationsstufen 50 uM, 25 uM, 12,5 uM und
6,25 uM von PD98059 und drei Konzentrationsstufen 50 mM, 50 uM und 50 nM von
UO126 eingesetzt. Bei beiden Substanzen wurden teilweise verschiedene

Konzentrationen innerhalb eines Versuches, d.h. an einem Herzen angewendet.

6.1. Auswirkungen der lokalen /intramyokardialen PD98059- und
systemischen UQ126-Applikation auf die Infarktentstehung nach
40 min Ischimie und 60 min Reperfusion ohne Priakonditionierung

Die lokale intramyokardiale PD98059-Infusion erfolgte 60 min vor der 40 miniitig
andauernden Indexischdmie und der anschlieBenden Reperfusion von 60 min (siehe
Protokoll; Gruppe IV). Die InfarktgroB3e betrug 59,4 + 1,9% (Abb. 43) und zeigte
somit keine deutliche Erhohung zur Kontrollgruppe (IGr: 54 + 2,5%).

UO0126 wurde in dem Indexischdmieprotokoll mit 40 min Ischdmie und 60 min
Reperfusion ohne Prikonditionierung bei systemischer Verabreichung in einer
Konzentration von 0,12 mg / kg KGW getestet. Hierbei entstand eine Infarktgrofle
von 69,8 + 3,8%. Dies bedeutete einen signifikanten (p < 0,01) Anstieg im Vergleich
zur Kontrollgruppe 2 mit einer Infarktgrofle von 54 + 2% des Risikogebietes (siehe
Abb. 13 und 14). Zwei Tiere dieser UO126-Versuchsreihe mit systemischer
Applikation von 0,25 mg/kg KGW verstarben durch auftretende nicht regulierbare
Arrhythmien.
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6.2. Auswirkungen der lokalen / intramyokardialen PD98059- und UO126-
Applikation auf die Infarktentstehung nach 40 min Ischidmie / 60 min
Reperfusion und dem vorgeschalteten Pridkonditionierungs-
protokoll 2

Die lokale / intramyokardiale PD98059-Infusion erfolgte wiahrend eines
40 minutigen Vorlaufs vor dem ersten Ischdmiezyklus des Pridkonditionierungs-
protokolls und wéhrend beider Reperfusionszyklen des Prédkonditionierungs-
protokolls 2 (siehe Protokoll, Versuchsgruppe VII), sodass ebenfalls eine
Infusionsdauer von 60 min erreicht wurde. Zur Erstellung einer Dosis-
Wirkungsbeziehung wurden PD98059-Infusionslésungen mit den Konzentrationen
von 50 uM, 25 uM, 12,5 uM und 6,25 uM gewdahlt. Die InfarktgroBe nach
mikroinfusieller Applikation von PD98059 mit der Konzentration von 50 M betrug
28 + 2%, bei einer Konzentration von 25 uM wurde eine InfarktgroB3e von 20,3 + 2%
festgestellt (Abb. 45).

Abb. 43: Die Abbildung zeigt eine
Herzscheibe in basaler Schnittansicht
nach lokaler intramyokardialer PD98059-
Mikroinfusion (50 uM) ohne Prakonditio-
nierung (Gruppe IV). Das Risikogebiet
(RG) des linken Ventrikels (LV) grenzt
sich vom Nicht-Risikogebiet (NRG) des LV
durch die Abwesenheit der orange-fluores-
zierenden Mikrosphiren ab. Ein massives
Infarktgebiet ist im RG des LV zu
erkennen.

Abb. 44: Die Abbildung zeigt eine
Herzscheibe nach systemischer UO126
Infusion ohne ischamische Prakonditio-
nierung. Ein deutlicher TTC-ungefarbter
Infarkt zeigte sich im Risikogebiet.
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Abb. 45: Herzscheibenfotografien nach lokaler mtramyokardlaler PD98059-
Infusion mit Priakonditionierungsprotokoll 2. (A) Basale Schnittfiihrung. Uber die
linke Nadel wurde PD98059 in einer Konzentration von 25 uM lokal appliziert, iiber
die rechte Nadel erfolgte die lokale Infusion mit einer Konzentration von 6,25 uM.
(B) Apikale Ansicht. Uber die linke Nadel erfolgte die Applikation von PD98059 in
einer Konzentration von 12,5 uM, iiber die rechte Nadel wurde nur das Losungs-
mittel KHB/DMSO infundiert. (C) Apikale Ansicht der Herzscheibe, lokale
intramyokardiale Infusion des Inhibitors PD98059 in einer Konzentration von
25 uM (linke Nadel) und 50 uM (rechte Nadel).

Bei weiterer Halbierung der Konzentration konnte eine Infarktgriofle von 8,8 + 1,3%
beobachtet werden und nach Gabe von PD98059 mit der geringsten Konzentration
von 6,25 M war nur noch eine InfarktgroBle von 3,2 = 0,2% zu erkennen (siehe
Abb. 11A, B und C und Abb. 18). Die halblogarithmisch dargestellte Dosis-
Wirkungs-Regression zeigte unter Einbeziehung der Parameter Konzentration
(Dosis) und lokale WirkungsgrofBe des Inhibitors (Integration der quantitéitiven
Parameter Wirkungsstédrke und -dauer zum Parameter der Wirkungsgrofle) eine
Kurve mit geradldufigem mittleren Abschnitt. Das bedeutet, dass die Wirkung bei
aufeinander folgender Verdopplungen der Konzentration jeweils um einen
konstanten Betrag anstieg (Abb. 48).

Die lokale / intramyokardiale UO126-Infusion erfolgte ebenfalls wiahrend eines
40 minutigen Vorlaufs vor dem ersten Ischdmiezyklus des Prdkonditionierungs-
protokolls und wéahrend beider Reperfusionszyklen des Prdkonditionierungsproto-
kolls 2 (siehe Protokoll, Gruppe VI). Es wurden die drei UO126-Infusionslésungen
mit den Konzentrationen von 50 mM, 50 xM und 50 nM getestet. Die Infarktgrofle
nach mikroinfusieller Applikation von UO126 mit der Konzentration von 50 mM
erstreckte sich auf 36,5 + 2% des Risikogebietes. Nach der UO126-Infusion mit
einer Konzentration von 50 uM betrug die InfarktgrofBle 32,5 + 1%. Nach Gabe des
Inhibitors in einer Konzentration von 50 nM wurde eine InfarktgroBe von
5,5 +0,75% festgestellt. Die InfarktgroBen nach lokaler intramyokardialer
UO0O126-Infusion mit den Konzentrationen 50 mM und 50 M waren im Vergleich
zur Kontrolle 2 (IGr: 2,5 + 0,1%) signifikant erh6ht (p < 0,01) (siehe Abb. 46A und B
und 47). Auch nach lokaler / intramyokardialer UO126-Infusion war eine lineare
Korrelation von Konzentration und Infarktgrof3e festzustellen (Abb. 48).
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Abb. 46: Herzscheibenfotografien nach lokaler intramyokardialer UO126-Infusion
und dem Prakonditionierungsprotokoll 2.

(A) Die Abbildung zeigt eine Herzscheibe in apikaler Schnittfiithrung. Uber die linke
Nadel wurde UO126 in einer Konzentration von 50 uM appliziert, iiber die rechte
Nadel erfolgte die alleinige Infusion des Losungsmittels (DMSO in Krebs-Henselleit-
Puffer).

(B) Das Bild zeigt eine Herzscheibe in apikaler Ansicht. Uber die linke Nadel
erfolgte die Applikation von UO126 in einer Konzentration von 50 mM, iiber die
rechte Nadel wurde UO126 in einer Konzentration von 50 uM infundiert.
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Abb. 47: Grafische Darstellung der planimetrisch quantifizierten Infarktgrofle nach
dem Indexischamiekontrollprotokoll 2 (Gruppe IV), dem Prikonditionierungs-
protokoll 2 (Gruppe V) sowie nach intramyokardialer Gabe von PD98059 (50 uM)
bzw. UO126 (50 uM) und dem Priakonditionierungsprotokoll 2 (Versuchsgruppe VI).
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Abb. 48: Semilogarithmische Darstellungen der Dosis-Wirkungsbeziehungen nach
PD98059-(A) und UO126-(B) Applikation. Die Substanz- Konzentrationen wurden
gegen die Grofle des entstandenen Infarktgebietes (cm ®) aufgetragen.

6.3. Auswirkungen der systemischen UQO126-Applikation auf die
Infarktentstehung nach 40 min Ischéidmie / 60 min Reperfusion und
dem vorgeschalteten Prikonditionierungsprotokoll 2

UO0126 wurde bei dieser Art der Applikation durch intravendse Gabe iiber einen
Zeitraum von 40 min vor der ersten Ischdmiephase des Pridkonditionierungszyklus
und wihrend beider Reperfusionsperioden des Prdkonditionierungsprotokolls 2
verabreicht. In diesem Versuchsabschnitt wurden drei Dosierungen von UO0126
untersucht. Die hochste Dosis der Substanz betrug 0,25 mg/ kg KGW und bedingte
eine Infarktentstehung von 68,7 + 2% des Risikogebietes. Die Gabe von 0,22 mg/ kg
KGW verursachte einen Infarkt der GroBle 54,6 + 0,5% (siehe Abb. 49) des
Risikogebietes und nach Applikation von 0,12 mg/ kg KGW entstand eine
Infarktgrofle von 41,6 + 1,2%. Alle drei Werte stellten eine signifikante (p < 0,01)
Erhoéhung der Infarktgrofle im Vergleich zum Prikonditionierungsprotokoll 2 dar
(IGr: 2,5 +0,1%; Abb. 50).

Abb. 49: Basale Schnittansicht einer Herz-
scheibe nach systemischer UO126-Infusion
mit der Dosierung von 0,22 mg/ kg KGW und
dem ischdimischen Prdkonditionierungs-
protokoll 2 (Versuchsgruppe VI).
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7. In-vitro-Untersuchungen der PD98059- und UO126-Studie

7.1. Effekt der PD98059- und UO126-Applikation auf die Phospho-
rylierungsintensitit bzw. Aktivitit der ERKs-Kaskade

Die in vitro-Aktivitdt von ERK-1/2 wurde durch ,in-Gel-Phosphorylierungen® ihres
spezifischen Substrates ,Myelin-Basic-Protein® (MBP) bestimmt. In der
Versuchsgruppe V nach ischdmischer Pridkonditionierung und systemischer
Infusion des Losungsmittels KHB/DMSO konnte gegeniiber dem nicht-prikon-
ditionierten Myokardgewebe des linken Ventrikels ein signifikanter (p < 0,05)
Anstieg der Aktivitit beider zytosolischer ERKSs beobachtet werden.

Die lokale intramyokardiale Infusion von KHB/DMSO bedingte einen geringfiigigen
Anstieg der ERKs Aktivitdt, was moglicherweise durch den Prozess der Mikro-
infusion und der hierdurch bedingten mechanischen Irritationen im Myokard
erkldrt werden kann.

Durch die intramyokardiale PD98059-Applikation (50 uM) wurde die Aktivitats-
steigerung der ERKs inhibiert, die in Versuchen ohne Substanzapplikation durch
die Prékonditionierung erzielt werden konnte. ERK-1 wurde im Vergleich zu der
KHB/DMSO Kontrolle um das 2-fache, ERK-2 um das 1,8-fache in ihrer Aktivitat
gemindert (siehe Abb. 51 A und B).

Vergleichbare Resultate konnten auch mit dem Inhibitor UO126 (50 M) beo-
bachtet werden. Hierbei wurde sowohl die Aktivitdt der ERK-1 als auch die der
ERK-2 um das 1,4-fache vs. der KHB/DMSO-Kontrolle reduziert (Abb. 52 A und B).
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Abb. 51: (A) In-Gel-Phosphorylierung des ,Myelin-Basic-Protein“ (MBP) in der
zytosolischen Fraktion nach IP2 und lokaler PD98059-Applikation. C: Kontrolle des
Nicht-Risikogebietes (NRG); K: Kontrolle des RG (Risikogebiet); PD:
PD98059-Inhibition; D: KHB/DMSO Kontrolle. (B) Quantifizierung des ,In-Gel-
Phosphorylierungs-Effekts“ von PD98059. Kontrolle: KHB/DMSO; ERK-1:
extrazelluldr-regulierte-Kinase 1 (p44 MAPK); ERK-2: extrazelluldr-regulierte-
Kinase 2 (p42 MAPK).
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Abb. 52: (A) ,In-Gel-Phosphorylierung® von MBP (Myelin-Basic-Protein) in der
zytosolischen Fraktion nach IP2 und lokaler UO126-Appliaktion. C: Kontrolle des
NRG (Nicht-Risikogebiet); K: Kontrolle des RG (Risikogebiet); UO:
UO126-Inhibition; D: KHB/DMSO Kontrolle. (B) Quantifizierung des In-Gel-
Phosphorylierungseffekts von UO126. Kontrolle: KHB/DMSO; ERK-1: extrazellular-
regulierte-Kinase (p44 MAPK); ERK-2: extrazelluldr-regulierte-Kinase (p42 MAPK).
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Mit Hilfe des Western Blot Verfahrens wurde nach der lokalen intramyokardialen
Infusion von PD98059 bzw. U0O126 (siehe Protokoll; Versuchsgruppe VII) sowie
nach systemischer Applikation von UO126 (siehe Protokoll; Versuchsgruppe VI) das
Phosphorylierungsprofil der ERK-1/2 unter Verwendung des monoklonalen
phosphospezifischen Antikorpers (gerichtet gegen die Aminoséduren Thr202/Tyr204)

untersucht.

Es zeigte sich bei der Phosphorylierungsbestimmung nach Beendigung des
Prikonditionierungsprotokolls 2 im Vergleich zu nicht pidkonditioniertem Myokard
eine signifikante (p < 0,05) Steigerung der Phosphorylierung der ERKs. Die
intramyokardiale Infusion des Losungsmittels bedingte auch hier eine leichte
Erhohung der Phosphorylierungsintensitéidt der Kinasen gegeniiber unbehandeltem
priakonditioniertem Myokardgewebe. PD98059 inhibierte die Phosphorylierungs-
intensitdt der ERK-1 um das 1,7-fache und die der ERK-2 um das 1,6-fache
(Abb. 53A und B). Um die erzielten Ergebnisse zu verdeutlichen, wurde bei dem mit
PD98059 (50 uM) behandelten Myokardgewebe eine Immunopréizipitation der
zytosolischen Fraktionen durchgefiihrt (Abb. 53 Linien rechts 1-4).
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Abb. 53: (A) Western Blot mittels des monoklonalen Antikorpers gerichtet gegen
Phospho (P)-ERK-1/2 (zytosolische Fraktion). C: Kontrolle des NRG (Nicht-Risiko-
gebiet); K: Kontrolle des RG (Risikogebiet); PD: PD98059-Inhibition; D: KHB/DMSO
Kontrolle. Linien rechts: hier wurden Proben nach Immunoprazipitation aufgetra-
gen. (B) Quantifizierung des Effekts der PD98059-Inhibition auf die Phosphorylie-
rung von ERK-1 und ERK-2. Kontrolle: KHB/DMSO; ERK-1: extrazellular-
regulierte-Kinase 1 (p44 MAPK); ERK-2: extrazellular-regulierte-Kinase 2
(p42 MAPK).
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UO0126 zeigte eine deutlichere Inhibition als PD98059. Die ERK-1 wurde in ihrer
Phosphorylierungsintensitdt um das 2,8-fache, die ERK-2 um das 2,3-fache
gegeniiber der KHB/DMSO-Kontrolle gemindert (Abb. 54 A und B).

Auch die systemische Applikation von UQO126 zeigte eine vergleichbare
inhibierende Wirkung auf die Phosphorylierung von ERK-1/2. Die
Phosphorylierungsintensitdten von ERK-1 und ERK-2 wurden um das 1,5-fache vs.
der KHB/DMSO-Kontrolle reduziert (Abb. 55A und B).

Auch erfolgten in diesem Versuchsabschnitt Western Blot Analysen unter
Verwendung des nicht-phosphorylierten ERKs-Antikorpers. Dieser Antikorper
richtete sich gegen ERK-2 und zeigte eine moderate Kreuzreaktion mit ERK-1. Fiir
die untersuchten zytosolischen und partikuldren Fraktionen konnten keine
Unterschiede des Gesamtproteinanteils der Kinase dargestellt werden. Es zeigte
sich jedoch, dass die zelluldre Verteilung der Kinase in der zytosolischen Fraktion
eine groflere Menge aufwies als in der partikuldren (Abb. 56).
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Abb. 54: (A) Die Abbildung zeigt eine Western Blot Analyse unter Verwendung von
Myokardproben, die nach lokaler intramyokardialer UO126-Applikation am Ende
von IP2 entnommen wurden. Die Phosphorylierungsintensitit (P) von ERK-1/2
wurde mittels des monoklonalen Antikorpers, welcher sich gegen Phospho-ERK-1/2
(zytosolische Fraktion) richtete, untersucht. C: Kontrolle des NRG
(Nicht-Risikogebiet); K: Kontrolle des RG (Risikogebiet); UO: UO126-Inhibition; D:
KHB/DMSO-Kontrolle. (B) Quantifizierung des Effekts der UO126-Inhibition auf
die Phosphorylierung von ERK-1 und ERK-2. Kontrolle: KHB/DMSO; ERK-1:
extrazelluldr-regulierte-Kinase 1 (p44 MAPK); ERK-2: extrazelluldr-regulierte-
Kinase 2 (p42 MAPK).
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Abb. 55: (A) Western Blot Analyse nach systemischer UO126-Applikation am Ende
von IP2. Untersucht wurde mittels des monoklonalen Antikorpers, der sich gegen
Phospho (P)-ERK-1/2 (zytosolische Fraktion) richtete. C: Kontrolle des NRG (Nicht-
Risikogebiet); K: Kontrolle des RG (Risikogebiet); UO: UQ126-Inhibition;
KHB/DMSO: Gewebe von KHB/DMSO-behandelten Tieren.
(B) Quantifizierung des Effekts der systemischen UQOI126-Inhibition auf die
Phosphorylierungsintensitit von ERK-1 und ERK-2. Kontrolle: KHB/DMSO; ERK-
1: extrazelluldar-regulierte-Kinase 1 (p44 MAPK); ERK-2: extrazellulir-regulierte-
Kinase 2 (p42 MAPK).
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Abb. 56: Western Blot Analyse nach lokaler intramyokardialer PD98059-Infusion
am Ende des IP 2 (in der zytosolischen und partikuldren Fraktion). Untersucht
wurde mit dem polyklonalen Antikorper gerichtet gegen die nicht-phosphorylierte
Form von ERK-2 (eine moderate Kreuzreaktion mit ERK-1 ist vorhanden).
C: Kontrolle des NRG (Nicht-Risikogebiet); K: Kontrolle des RG (Risikogebiet);
PD: PD98059-Inhibition; D: KHB/DMSO-Kontrolle.
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7.2. Effekt der PD98059- und UO126-Applikation auf die Phospho-
rylierungsintensitit bzw. Aktivitit der SAPKs-Kaskade

Um eine Kreuzreaktion der Inhibitoren auf die anderen Kaskaden der MAPKs

auszuschlieflen, untersuchten wir ebenfalls die Phosphorylierungsintensitit der
SAPK/JNKs und der p38-MAPK.

Es zeigte sich im Nachweis der SAPK/JNKs (Thr183/Tyr185) in den Myokard-
biopsien nach Prédkonditionierung sowohl in den PD98059-, U0126-, DMSO/KHB-
behandelten und unbehandelten Myokardarealen eine gleichbleibende Phosphory-
lierungsintensitdt. Durch die Reperfusionsphasen der ischdmischen Pridkonditio-
nierung erfolgte iibereinstimmend zu unseren fritheren Ergebnissen eine Aktivie-
rung der SAPK/JNKs, die jedoch nicht durch PD98059 oder UO126 verhindert
wurde (Abb. 48). Eine Kreuzreaktivitidt der Inhibitoren PD98059 und U0126 auf
die anderen SAPK/JNKs-Kaskaden konnte somit ausgeschlossen werden (Abb. 57).
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Abb. 57: Dieser Western Blot zeigt den Effekt der lokalen intramyokardialen
PD98059-Infusion auf die Phosphorylierung (P) der JNK 55/ 46 (JNK-1/ 2) nach
Ende des ischamischen Prakonditionierungsprotokolls 2. C: Kontrolle des NRG
(Nicht-Risikogebiet); K: Kontrolle des RG (Risikogebiet); PD: PD98059-Inhibition; D:
KHB/DMSO-Kontrolle.

Eine p38-MAPK-Phosphorylierung konnte nach der Pridkonditionierung nicht
festgestellt werden, d.h wiahrend der zweiten Reperfusionsphase des Pridkonditio-
nierungsprotokolls hatte bereits eine Deaktivierung der p38-MAPK stattgefunden.
Daher untersuchten wir die Phosphorylierungsintensitidt der p38-MAPK auch noch
zum Zeitpunkt der 10. min der folgenden Indexischdmie. Hier war im ischdmischen
Myokard im Vergleich zum nicht-ischdmischem Myokard eine signifikant (p < 0,05)
gesteigerte Phosphorylierung der p38-MAPKSs zu beobachten. Es zeigten sich jedoch
wiederum keine Unterschiede zwischen den PD98059-, U0O126, KHB/DMSO-
behandelten und den unbehandelten Myokardarealen (Abb. 58).
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Abb. 58: Dieser Western Blot zeigt den Effekt der lokalen intramyokardialen
PD98059-Infusion auf die Phosphorylierung (P) der p38-MAPK am Ende der ischa-
mischen Prikonditionierung 2 (0') und zum Zeitpunkt der 10. min der folgenden
Indexischamie (10"). C: Kontrolle des NRG (Nicht-Risikogebiet); K: Kontrolle des RG
(Ristkogebiet); PD: PD98059-Inhibition; D: KHB/DMSO-Kontrolle.
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7.3. Effekt der PD98059- und UO126-Applikation auf die Phospho-
rylierungsintensitit des ERKs Transkriptionsfaktors Elk-1

Ein spezifisches Substrat der ERKs ist der Transkriptionsfaktor Elk-1. Die
Bestimmung der Phosphorylierungsintensitidt des Faktors nach PD98059 oder
UO126-Applikation, gab daher Aufschluss, iber die noch stattfindende in-vivo-
Aktivitdt der ERKs. In der nukledren Zellfraktion konnte nach der
Prikonditionierung im Vergleich zu nicht-prdkonditioniertem Myokard eine
gesteigerte Phosphorylierungsintensitidt von Elk-1 festgestellt werden. Nach
intramyokardialer Applikation des Losungsmittels wurde eine leichte Zunahme der
Phosphorylierung festgestellt. Die Inhibitoren PD98059 und UO126 verursachten
jedoch eine vollstdndige Reduktion der Phosphorylierung auf den nicht-
priakonditionierten Ausgangswert (1,7-fache Reduktion vgl. KHB/DMSO-Kontrolle)
(Abb. 59).
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Abb. 59: (A) Western Blot mittels des monoklonalen Antikorpers gerichtet gegen
Phospho-Elk-1 (nukleidre Fraktion). C: Kontrolle des NRG (Nicht-Risikogebiet);
K Kontrolle des RG (Risikogebiet); PD: PD98059-Inhibition; D: KHB/DMSO-
Kontrolle.

(B) Quantifizierung des Effekts des PD98059-Inhibitors auf die Phosphorylierung
des nukleidren Transkriptionsfaktors Elk-1. Die Werte des PD98059-behandelten
Gewebes wurden im prozentualen Anteil zu den Werten des KHB/DMSO-
behandelten Gewebes dargestellt.
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8. Untersuchung der SAPKs/JNKs-Kaskade mittels des
Inhibitors Taxol

In diesem Versuchsabschnitt der Studie wurden die Auswirkungen der Taxol-Appli-
kation auf die Infarktentstehung des Myokards beobachtet. Taxol wurde sowohl auf
dem Weg der systemischen als auch lokal intramyokardialen Applikation getestet.

8.1. Effekt der systemischen Taxol-Applikation auf die Infarktentstehung
ohne vorhergehende Prikonditionierung

Taxol wurde systemisch mit einer Dosierung von 0,17 mg/kg KGW in dem Index-
ischdmieprotokoll von 40 min Ischdmie und 60 min Reperfusion ohne Priakonditio-
nierung getestet (Protokoll Gruppe IV). Hierbei enstand eine Infarktgrofle von
65,4 + 1,7% (Abb. 60). Dies bedeutete einen signifikanten (p < 0,001) Anstieg im
Vergleich zur Kontrollgruppe 1 mit einer InfarktgroBe von 54 + 2% des
Risikogebietes.

Abb. 60: Die Abbildung zeigt eine Herz-
scheibenfotografie eines Tieres der
Versuchsgruppe IV nach systemischer
Infusion von Taxol (0,17 mg/kg KGW)
ohne vorgeschaltetes ischiamisches Pra-
konditionierungsprotokoll 2. Die Scheibe
wurde in apikaler Schnittansicht
aufgenommen.

8.2. Effekt der systemischen Taxol-Applikation auf die Infarktentstehung
nach 40 min Okklusion / 60 min Reperfusion mit dem vorgeschalteten
Prikonditionierungsprotokoll 2

Taxol wurde bei diesem Versuchsvorhaben durch intravensse Applikation fiir die
Zeitdauer von 40 min in einer Konzentration von 0,17 mg/kg KGW verabreicht. Die
Applikation erfolgte vor der ersten Ischdmiephase und wéhrend beider Reper-
fusionszyklen des Pridkonditionierungsprotokolls. Taxol induzierte eine Infarkt-
groBle von 40,1 +4,2% des Risikogebietes. Dieser Wert stellte im Vergleich zum
Prakonditionierungsprotokoll 2 eine signifikante (p < 0,001) Zunahme der Infarkt-
grofle dar (IGr: 2,5 + 0,1%) (Abb. 61 und 63).
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Abb. 61: Die Abbildung zeigt die apikale
Schnittansicht einer Herzscheibe eines Tieres
der Versuchsgruppe VI nach systemischer
Infusion von Taxol (0,17 mg/kg KGW) und
ischamisches Prakonditionierungsprotokoll 2.

8.3. Effekt der lokalen /intramyokardialen Taxol-Applikation auf die
Infarktentstehung nach 40 min Okklusion / 60 min Reperfusion und
dem vorgeschalteten Prikonditionierungsprotokoll 2

Die lokale intramyokardiale Taxol-Mikroinfusion erfolgte wéidhrend eines
40 minutigen Vorlaufs vor dem ersten Ischdmiezyklus des Pridkonditionierungs-
protokolls und wéhrend beider Reperfusionszyklen des Prédkonditionierungs-
protokolls (siehe Protokoll; Versuchsgruppe VII). Es wurden die Molaritédten
100 nM und 50 nM der Substanz getestet. Das nekrotische Myokardgebiet nach
mikroinfusieller Applikation von 100 nM Taxol hatte die GroB3e von 34,1 + 2,6% des
Risikogebietes. Nach 50 nM Taxol-Infusion betrug die InfarktgroBle 28 + 3,2%.
(Abb. 62A und B und 63). Beide Infarktgrof8en waren signifikant (p < 0,001) grofer
als die der Priakonditionierungs-Kontrolle 2 (IGr: 2,5 = 0,1%).

T ‘ ._'“"

Abb. 62: A Basale Schnittansicht einer Herzscheibe eines Tieres der Gruppe VII
nach lokaler intramyokardialer Mikroinfusion von Taxol (beide Nadeln mit 50 nM).
B Apikale Ansicht einer Herzscheibe unter den gleichen Versuchsbedingungen wie
unter A, Taxol wurde hier mit 100 nM lokal infundiert.
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Abb. 63: Grafische Darstellung der Infarkigroffen der Gruppe IV (Index-
ischamiekontrolle 2), der Gruppe V (Priakonditionierungsprotokoll 2), der Gruppe VI
(Prakonditionierungsprotokoll 2 mit systemischer Applikation von Taxol) und der
Gruppe VII Priakonditionierungsprotokoll 2 mit lokaler intramyokardialer Infusion

von Taxol (100 nM).

9. In-vitro-Untersuchungen der Taxol-Studie

In diesem Versuchsabschnitt der Studie wurde anhand von Western Blot Analysen
die Auswirkungen der Taxol-Applikation auf den Phosphorylierungsstatus der
SAPKs/JNKs-Kaskade dargestellt.

9.1. Effekt von Taxol auf die Phosphorylierungsintensitiat / Aktivitit der
SAPKs/JNKs-Kaskade

Es wurden Myokardproben nach Beendigung des Prikonditionierungsprotokolls
verarbeitet, die mit einer vorgeschalteten systemischen Taxol-Bolusgabe und einer
Simultangabe wihrend der Reperfusionszyklen der Pridkonditionierung behandelt
wurden (0,17 mg/kg KGW). Es konnte im Risikogebiet des behandelten
Herzgewebes eine 1,5-fache Verminderung der Phosphorylierung der JNK-1 und
eine 2-fache Minderung der JNK-2 (Thr183/Tyr185) im Vergleich zu den
KHB/DMSO-Werten festgestellt werden (Abb. 64 und 65).
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Abb. 64: Die Abbildung zeigt mittels einer Western Blot Analyse den Effekt der
lokalen intramyokardialen Taxol-Infusion auf die Phosphorylierung (P) der JNK-
1/2 (p 65/ 46) nach Ende des ischimischen Prakonditionierungsprotokolls 2.
(zytosolische Fraktion) C: Kontrolle des NRG (Nicht-Risikogebiet); K: Kontrolle des
RG (Risikogebiet); Ta: Taxol-Inhibition; D: KHB/DMSO-Kontrolle. 1-4 Taxol-
behandeltes Myokardgewebe aus vier verschiedenen Versuchen.

80

* p < 0,05 vs. KHB/DMSO

o ecc®
*
50,9
404 - | [E——
20 4 - | [E——
0 | .

Abb. 65: Die Abbildung zeigt die grafische Darstellung der Quantifizierung der
Phosphorylierungsinhibition der JNK-1 und JNK-2 (p55/46) durch Taxol-
Applikation (0,17 mg/kg KGW) Werte in Prozent der KHB/DMSO Kontrolle. Es
wurden Proben nach dem ischamischen Prikonditionierungsprotokoll 2 entnommen.

P-JNK 1/2 (% von KHB/DMSO)
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Abb. 66: Western Blot Analyse nach lokaler intramyokardialer Infusion von Taxol.
Es wurden Myokardproben verwendet, die am Ende des ischdmischen Priakon-
ditionierungsprotokolls 2 (in der zytosolischen Fraktion) entnommen wurden. Sie
wurden mit dem polyklonalen Antikorper, gerichtet gegen die nicht-phosphorylierte
Form von JNK-2 (eine moderate Kreuzreaktion mit JNK-1 war zu beobachten)
untersucht. C: Kontrolle des NRG (Nicht-Risikogebiet); K: Kontrolle des RG
(Risikogebiet); Ta: Taxol-Inhibition; D: KHB/DMSO-Kontrolle. 1-4 Taxol-
behandeltes Myokardgewebe aus vier verschiedenen Versuchen.
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In einem weiteren Versuchsabschnitt wurde die unphosphorylierte Form der JNK-2
mittels Westen-Blot-Analyse untersucht. Es konnte ein gleichmédlliges
Proteinverteilungsmuster in allen Proben gezeigt werden (Abb. 66). Dies bedeutet,
dass weder der Verlauf der ischdmischen Prikonditionierung, noch eine
KHB/DMSO- oder Taxol-Behandlung eine Verdnderung des Gesamtproteinanteils
der JNKSs bedingte.

9.2. Effekt von Taxol auf die Phosphorylierungsintensitit / Aktivitit des
SAPKs/JNKs-Transkriptionsfaktor c-Jun

Ein spezifischer Transkriptionsfaktor der SAPKs/JNKs ist der c-Jun-Faktor. Die
Phosphorylierung von c-Jun nach der Applikation von Taxol und Komplettierung
des Priakonditionierungsprotokolls, zeigte eine verminderte Phosphorylierungs-
intensitdt im Vergleich zur KHB/DMSO-Kontrolle. Die KHB/DMSO-Kontrolle wies
wiederum gegeniiber dem nicht-prikonditionierten Herzgewebe eine erhohte
Phosphorylierung auf (Abb. 67 und 68).

Die Bestimmung der unphosphorylierten Form des Transkriptionsfaktors zeigte
keine Unterschiede des nukledren Gesamtanteils des Faktors auf. Dies war
unabhingig von der Taxol- oder der KHB/DMSO-Behandlung, in prdkonditio-
niertem oder nicht-pridkonditioniertem Myokard.

~ - ""‘”“—w“m <-P c-Jun

C D D Ta, Ta, Ta,
Abb. 67: Western Blot mzttels des monoklonalen Antikorpers, welcher sich gegen die
phosphorylierte (P)-c-Jun richtete (nukleare Fraktion). C: Kontrolle des NRG (Nicht-
Risikogebiet); K: Kontrolle des RG (Risikogebiet); Ta: Taxol-Applikation;
D: KHB/DMSO-Applikation. 1-3 Taxol-behandeltes Myokardgewebe aus drei
verschiedenen Versuchen.
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10.Untersuchung des nukleidren Signaltransduktionsmecha-
nismus der ischimischen Prikonditionierung mittels des
Transkriptionsgiftes Actinomycin-D

10.1.Effekt der systemischen Actinomycin-D-Applikation auf die Infarkt-
entstehung nach 40 min Ischimie /60 min Reperfusion ohne

Prikonditionierung

In diesem Abschnitt der Arbeit betrachteten wir den Effekt der systemischen und
lokalen intramyokardialen Actinomycin-D-Applikation auf die Infarktentstehung
ohne ein vorangeschaltetes Priakonditionierungsprotokoll.

Actinomycin-D wurde systemisch mit einer Dosierung von 0,05 mg/kg KGW im
Indexischdmieprotokoll, bestehend aus 40 min Ischdmie und 60 min Reperfusion
ohne vorangeschaltetes Pridkonditionierungsprotokoll getestet (siehe Protokoll;
Versuchsgruppe IV). Die Substanz wurde fiir die Zeitdauer von 60 min vor der
Indexischdmie appliziert. Die enstandene Infarktgrofle von 78,5 + 3,8% zeigte einen
signifikanten (p < 0,05) Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe 1 mit einer
Infarktgrofle von 54 + 2% des Risikogebietes (Abb. 69).

Abb. 69: Herzscheibe eines Tieres der
Versuchsgruppe IV nach systemischer Actino- (s
mycin-D-Applikation (0,05 mg/kg KGW) ohne &
Prikonditionierung. Die Fotografie zeigt die §
apikale Schnittfliche der Scheibe.
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10.2.Effekt der systemischen Actinomycin-D-Applikation auf die Infarkt-
entstehung nach 40 min Ischimie / 60 min Reperfusion und dem vor-
geschalteten Prakonditionierungsprotokoll 2

Actinomycin-D wurde bei dieser Art der Applikation durch eine intravenise Gabe
fiir die Dauer von 40 min in den Dosierungen 0,12 mg/kg KGW oder 0,05 mg/kg
KGW vor der ersten Ischdmiephase des Prdkonditionierungszyklus und wéahrend
beider Reperfusionszyklen des Priakonditionierungsprotokolls verabreicht (Protokoll
Gruppe VI). Die Infarktgrofle betrug 88,6 + 1,7% und respektive 65,6 + 1,5% des
Risikogebietes. Diese Werte zeigten im Vergleich zum Prédkonditionierungs-
protokoll 2 eine signifikante Zunahme der Infarktgrofle (p < 0,001; Abb. 70 u. 71).

Abb. 70: (A) Herzscheibe eines Tieres der Gruppe VI nach systemischer Actino-
mycin-D Gabe (0,1 mg/kg KGW) und ischimischem Prakonditionierungsprotokoll 2.

(B) Herzscheibe nach der Gabe der niedrigeren Actinomycin-D-Dosierung
(0,05 mg/kg KGW). Beide Scheiben sind in basaler Schnittansicht abgebildet.
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Abb. 71: Darstellung der Infarkigrofie der Gruppe IV (Indexischimiekontroll-
gruppe 2), der Gruppe V (Prakonditionierungsprotokoll 2) sowie der
Versuchsgruppe VI nach systemischer Gabe von Actinomycin-D in der Konzentration
von 0,05 mg/kg KGW und 0,12 mg/kg KGW.

10.3.Effekt der lokalen / intramyokardialen Actinomycin-D-Applikation
auf die Infarktentstehung nach 40 min Ischédmie / 60 min Reperfusion
und dem vorgeschalteten Prikonditionierungsprotokoll 2

Die lokale / intramyokardiale Actinomycin-D-Mikroinfusion erfolgte ebenfalls
wihrend eines 40 miniitigen Vorlaufs vor dem ersten Ischdmiezyklus des Pra-
konditionierungsprotokolls 2 und widhrend beider Reperfusionszyklen des Pra-
konditionierungsprotokolls (siehe Protokoll; Versuchsgruppe VII). Es wurden die
drei Molaritdten des Transkriptionsgiftes Actinomycin-D getestet: 50 M, 25 uM
und 12,5 uM. Die mikroinfusielle Applikation von Actinomycin-D mit 50 xM
verursachte einen Infarkt der Grofle 39,7 + 4,8% des Risikogebietes (Abb. 72C).
Nach Actinomycin-D-Mikroinfusion mit 25 uM betrug die Infarktgrofle 26,4 + 1,8%
(siehe Abb. 72A), die mikroinfusielle Gabe von 12,5 yM Actinomycin-D bewirkte
eine IGr von 15,6 + 2,3% des Risikogebietes. (sieche Abb. 72B). Es konnte nach
lokaler intramyokardialer Actinomycin-D-Infusion in halblogarithmischer Darstel-
lung eine Dosis-Wirkungsbeziehung linearen Verlaufs erstellt werden (Abb. 74).
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Abb. 72: (A) Apikale Ansicht einer Herzscheibenfotografie nach lokaler
intramyokardialer Actinomycin-D-Infusion und Prdkonditionierungsprotokoll 2.
Uber die linke und rechte Nadel wurde Actinomycin-D (25 uM) lokal appliziert. (B)
Die Abbildung zeigt eine Herzscheibe in apikaler Ansicht. Uber die linke Nadel
erfolgte die Applikation von Actinomycin-D mit 12,5 uM, iiber die rechte Nadel
wurde Actinomycin-D mit 50 uM infundiert. (C) Apikale Ansicht der Herzscheibe,
lokale intramyokardiale Infusion des Inhibitors Actinomycin-D (50 uM, linke Nadel
und rechte Nadel).
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Abb. 73: Die Abbildung zeigt ein Balkendiagramm zur grafischen Darstellung der
Infarktgroffen der Gruppe IV (Indexischamiekontrollgruppe 2), der Gruppe V
(Prikonditionierungsprotokoll 2) und der Gruppe VII (Prakonditionierungsproto-
koll 2 mit lokaler intramyokardialer Infusion von Actinomycin-D in den genannten
Molarititen).
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Abb. 74: Dosis-Wirkungsbeziehung der lokalen intramyokardialen Actinomycin-D-
Applikation und dem planimetrisch bestimmten Infarktgebiet.

10.4.Effekt von Actinomycin-D auf die Phosphorylierungsintensi-
tiat / Aktivitit der SAPK/JNKs, ERKs und p38-MAPKs sowie die ihrer
nachgeschalteten spezifischen Substrate

10.4.1. Auswirkungen der Actinomycin-D-Applikation auf die Transkrip-
tionsfaktoren c-Jun, ATF-2, Elk-1 und c-Myc

Der Phosphorylierungsstatus der Transkriptionsfaktoren c-Jun, ATF-2, Elk-1 und
c-Myc zeigte am Ende eines Prdkonditionierungsprotokolls im Risikogebiet des
Myokards der KHB/DMSO- (siehe Protokoll; Versuchsgruppe V) behandelten
Schweine einen signifikanten (p < 0,05) Anstieg gegeniiber
nicht-pridkonditioniertem Myokardgewebe. Dieser Anstieg wurde vollstidndig in den
Actinomycin-D-behandelten Tieren verhindert, sodass die Phosphorylierung von
ATF-2 um das 15-fache, von c-Myc um das 5-fache, von Elk-1 um das 3-fache und
von c-Jun um das 2-fache gegeniiber der KHB/DMSO-Kontrolle geringer war. Der
zuvor bestimmte Ausgangsphosphorylierungswert des nicht-prédkonditionierten
Mykokards wurde wieder erreicht (siehe Protokoll Versuchsgruppen VI und VII)
(Abb. 75 und 76).
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Abb. 75: Diese Western Blots zeigen den Effekt der systemischen Actinomycin-D-
Infusion (griine Beschriftung; Act.-D syst.) und der systemischen KHB/DMSO-
Infusion (schwarze Beschriftung; KHB syst.) im Risikogebiet (RG) und Nicht-
Risikogebiet (NRG). Es wurden Proben verwendet, die am Ende des ischamischen
Prakonditionierungsprotokolls 2 (nukledre Fraktion) biopsiert wurden.

(A) Effekt auf die Phosphorylierungsintensitat (P) der Transkriptionsfaktoren
ATF-2, (B) c-Jun, (C) Elk-1 und (D) c-Myc.
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Abb. 76: Quantifizierung der Phosphorylierung (P) der Transkriptionsfaktoren
ATF-2, c-Myc, Elk-1 und c-Jun im Risikogebiet (RG) der Actinomycin-D-behandelten
Tiere im prozentualen Verhdaltnis zu den KHB/DMSO-[KHB] behandelten Tieren.
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Abb. 77: Auswirkungen der systemischen Actinomycin-D-Infusion (Act.-D syst.)
und der systemischen KHB/DMSO-Infusion (KHB syst.) auf den
Gesamtproteingehalt einiger beispielhafter Transkriptionsfaktoren der MAPKs-
Kaskade. Zeitpunkt der Probenentnahme war am Ende eines ischamischen
Prakonditionierungsprotokolls 2 (nukleidre Fraktion) aus dem Risikogebiet (RG) und
Nicht-Risikogebiet (NRG).

(A) Auswirkung auf den Transkriptionsfaktor c-Jun.

(B) Effekt auf den Transkriptionsfaktor Elk-1.

(C) Wirkung auf den Transkriptionsfaktor c-Myc.

Analysen der unphosphorylierten Form aller Transkriptionsfaktoren, einschlief3lich
ATF-2, zeigten keine Unterschiede des Gesamtproteinanteils der Faktoren in den
untersuchten Proben (Abb. 77 A, B und C).

10.4.2. Auswirkungen der Actinomycin-D-Applikation auf die ERK-1/2

Da die Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren durch die aktivierten,
translozierten MAPKs erfolgt, wurde zusétzlich auch der Aktivitatszustand der
zytosolischen MAPKSs untersucht. Es zeigte sich auch hier eine Inhibition der ERKs
sowie der SAPKs durch die systemische Applikation von Actinomycin-D.

Der Anteil der phosphorylierten Form der MAPKs, ERK-1 und ERK-2, nahm im
priakonditionierten Myokard widhrend der ersten Ischédmieperiode um den Faktor
1,9 bzw. 1,4 gegeniiber dem nicht-prdkonditionierten Myokardgewebe zu. Ein
weiterer Anstieg um die Faktoren 2,1 und 1,7 wude in der Reperfusion festgestellt.
Das Phosphorylierungsmaximum von ERK-1 und ERK-2 konnte am Ende des
Priakonditionierungsprotokolls festgestellt werden. ERK-1 zeigte nach Beendigung
der Priakonditionierung einen 3,2-fachen, ERK-2 einen 2,6-fachen Anstieg. Diese
Phosphorylierungssteigerung der zytosolischen ERKs durch die aufeinander-
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folgenden Ischdmie- und Reperfusiosphasen der Priakonditionierung wurde durch
den Einsatz von Actinomycin-D verhindert. Wir beobachteten fiir beide Kinasen
eine stetige Inhibition wihrend des Priakonditionierungsverlaufes sowie am Ende
der Priakonditionierung. Es konnte fiir ERK-1 eine 3,75-fache und fiir ERK-2 eine
5,8-fache Verminderung der Phosphorylierung gegeniiber den prikonditionierten
KHB/DMSO-behandelten Tieren (Abb. 78 A und B) festgestellt werden.

oo — — _‘“,_- da =g *P_ERK-‘I
m e T, e — e > . 4=P-ERK-2
co CO CO CO CO RP RP nachlP nachIP |Act-D
NRG5 RGY5’ 5 10° 10° 5’ 5’ KHB

1400 {  @EHP42 (KHB) [ P42 (Act-D)
©HP44 (KHB)  [EHP44 (Act-D)
10 51200 |
<I
X
z =000 -
©)
O 800 -
[
S
< 600 -
400 - o D
200 - i
0 - 5 o8 s = i

CO-RG5  CO-RG 10 RP-RG 5' RP-RG 10" RG-nach IP
Abb. 78: (A) Dieser Western Blot zeigt im Risikogebiet (RG) und Nicht-Risikogebiet
(NRG) die Wirkung der systemischen Actinomycin-D- (griin; Act.-D syst.) und der
systemischen KHB/DMSO-Infusion (rot; KHB syst.) auf die Phosphorylierung der
ERK-1/2 (MAPK p44 und p42, zytosolische Fraktion). Die Gewebeproben wurden im
Verlauf (5' = 5. min und 10' = 10. min) der ersten Okklusionsphase (CO) und zum
Zeitpunkt der 5. min (5') der ersten Reperfusionsphase (RP) des
Prakonditionierungsprotokolls (IP) sowie am Ende des IP (nach IP) entnommen.
(B) Quantifizierung der Phosphorylierungsintensitiat der MAPKs p44/42 (ERK-1/2)
nach Actinomycin-D- (hell- und dunkelgraue Sidulen) und KHB/DMSO-Behandlung
(schwarz und grau gemusterte Saulen) im Risikogebiet (RG). Es wurden Daten zum
Zeitpunkt der 5' (5. min), 10' (10. min) der ersten Okklusionsphase (CO), der 5'
(5. min) der ersten Reperfusionsphase (RP) des Prakonditionierungsprotokolls (IP)
sowie am Ende des IP (nach IP = nach ischiamischer Prikonditionierung
(zytosolische Fraktion) in die Berechnung einbezogen. Der prozentuale Anteil der
dargestellten phosphorylierten Form der ERK-1/2 wurde im Vergleich zu den

Werten des Nicht-Risikogebietes zum Zeitpunkt der 5. min der Ischimie von
KHB/DMSO-behandelten Tieren ermittelt.
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Abb. 79: (A) Dieser Western Blot zeigt die inhibierende Wirkung der systemischen
Actinomycin-D-Infusion (griine Beschriftung; Act.-D syst.) auf die Phosphorylierung
der JNK-1/2 (Stress-aktivierte Proteinkinase p55 und p46, zytosolische Fraktion).
Es wurden Biopsieproben des Risikogebiets (RG) und Nicht-Risikogebiets (NRG) im
Verlauf der ersten Okklusionsphase (CO) (5' = 5. min und 10' = 10. min), zum
Zeitpunkt der 5' (5. min) der ersten Reperfusionsphase (RP) des Prakonditio-
nierungsprotokolls (IP) sowie am Ende des IP (nach ischamischer Prakonditio-
nierung) untersucht. Die Kontrolle stellt die systemische KHB/DMSo-Infusion (rote
Beschriftung; KHB syst.) dar. (B) Quantifizierung der Phosphorylierungsintensitit
der JNK 55/46 (JNK-1/2) nach Actinomycin-D- (hell- und dunkelgraue Sdulen)
und KHB/DMSO-Behandlung (schwarz- und grau-gemusterte Sdulen) im
Risikogebiet (RG). Es wurden die Daten zum Zeitpunkt der 5' (5. min, 10' (10. min)
der ersten Okklusionsphase (CO), der 5 (5. min) der ersten Reperfusionsphase (RP)
des Prakonditionierungsprotokolls (IP) sowie am Ende des IP (nach IP = nach
ischamischer Prakonditionierung (zytosolische Fraktion) in die Berechnung
einbezogen. Der prozentuale Anteil der dargestellten phosphorylierten Form der
JNK-1/2 wurde im Vergleich zu den Werten des Nicht-Risikogebietes zum Zeitpunkt
der 5. min Ischamie von KHB/DMSO-behandelten Tieren ermittelt.
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10.4.3. Auswirkungen der Actinomycin-D-Applikation auf die JNK-1/2

Die SAPK/JNKSs (JNK-1/2 = JNK55/46) zeigten in den mit KHB/DMSO-behandelten
Tieren wihrend der ersten Ischdmiephase des Prikonditionierungsprotokolls noch
keine Aktivitdtssteigerung. Erst wiahrend der Reperfusion und vor allem nach
Abschluss der Priakonditionierung war ein signifikanter (p < 0,05) Phosphorylie-
rungsanstieg gegeniiber dem nicht-prédkonditionierten Myokard (NRG) zu
beobachten. Auch hier bedingte die Behandlung mit Actinomycin-D im Risikogebiet
(RG) eine Blockade des Phosphorylierungsanstieges der Kinasen (Abb. 79 A und B).

Es erfolgte ebenfalls eine Bestimmung der unphosphorylierten Form des
Kinasenproteins. Es konnten keine Differenzen des zytosolischen Gesamt-
kinasenanteils der ERKs sowie der SAPK/JNKs festgestellt werden. Unabhédngig
von der Betrachtung der pridkonditionierten Proben oder der nicht-
priakonditionierten Proben der KHB/DMSO- und Actinomycin-D-behandelten Tiere
(Abb. 80) unterschied sich die unphosphorylierte Form der Kinasen in den Proben
nicht.
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Abb. 80: Western Blot nach systemischer Actinomycin-D- (griin beschriftete
Banden, Act.-D syst., aus dem Risikogebiet (RG) und Nicht-Risikogebiet (NRG)) und
der systemischen KHB/DMSO-Infusion (rot beschriftete Banden, KHB syst.). (A)
Auswirkung der Behandlung auf den Gesamtkinasenproteinanteil der JNKs in den
Proben (Stress-aktivierte Proteinkinase p55 und p46, zytosolische Fraktion) am Ende
des ischimischen Prakonditionierungsprotokolls 2. (B) Effekt auf den
Gesamtkinasenproteinanteil der ERKs-1/2 (extrazelluldr-Signal-regulierte
Proteinkinase p44 und p42, zytosolische Fraktion). Es wurden Proben von drei
verschiedenen Tieren aufgetragen.

10.4.4. Auswirkungen der Actinomycin-D-Applikation auf p38-MAPKs

Es wurde weiterhin der Phosphorylierungsgrad der p38-MAPKs untersucht. Diese
Kinasen zeigten in den vorherigen Untersuchungen der Arbeit keine
kardioprotektive Wirksamkeit. Es konnte sogar das Gegenteil gezeigt werden,
indem der Einsatz ihres spezifischen Inhibitors SB203580 Infarktreduktion
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erzielte. Die p38-MAPKSs zeigten in den KHB/DMSO-behandelten Tieren maximale
Phosphorylierung wéahrend der ersten Ischdmiephase der Priakonditionierung und
bereits Verlust der Phosphorylierung in den folgenden Reperfusionsphasen und
nach Beendigung des Prédkonditionierungsprotokolls. Deutlich war wiahrend der IP
die moderat inhibierende Wirkung des Actinomycins-D auf die Phosphorylierung
der p38-MAPKSs. Dies war eine weitere Bestidtigung der Hypothese des "death
pathways" der p38-MAPKSs (Abb. 81 und 82).
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Abb. 81: Diese Western Blot Analyse zeigt die moderat inhibierende Wirkung der
systemischen Actinomycin-D-Behandlung (griin; Act.-D syst., im Risikogebiet (RG)
und Nicht-Risikogebiet (NRG)) und die Auswirkung der systemischen KHB/DMSO-
Infusion (rot; KHB syst.) auf die Phosphorylierung der p38-MAPK (Stress-aktivierte
Proteinkinase, zytosolische Fraktion). Untersucht wurde Biopsiematerial zum
Zeitpunkt der 5' (5. min), 10' (10. min) der ersten Okklusionsphase (CO), zum
Zeitpunkt der 5' (5. min) der ersten Reperfusionsphase (RP) des Prikonditio-
nierungsprotokolls (IP) sowie am Ende des IP (nach ischimischer Prakonditio-

nierung) Die Western Blot Analyse zeigte eine zweite Bande im Bereich von ca.
40 kDa, die als weitere Isoform der p38-MAPKs identifiziert wurde.
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Abb. 82: Quantifizierung der Phosphorylierungsintensitit der p38-MAPKs nach
Actinomycin-D- (hell-graue Sdulen) und KHB/DMSO-Behandlung (dunkelgraue
Sdaulen) im Risikogebiet (RG). Es wurden die Daten zum Zeitpunkt der 5' (5. min),
10' (10.min) der ersten Okklusionsphase (CO), der '5 (5. min) der ersten Reper-
fusionsphase (RP) des Prakonditionierungsprotokolls (IP) sowie am Ende des IP
(n IP = nach ischamischer Prikonditionierung (zytosolische Fraktion) in die
Berechnung einbezogen. Der prozentuale Anteil der dargestellten phosphorylierten
Form der p38-MAPKs wurde im Vergleich zu den Werten des Nicht-Risikogebietes
zum Zeitpunkt der 5. min Ischamie von KHB/DMSO-behandelten Tieren ermittelt.

% von CO-NRG 5' [KHB]
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Der Nachweis der unphosphorylierten Form der p38-MAPKs zeigte im Western
Blot Verfahren keine Unterschiede, obgleich es sich um Actinomycin-D- oder
KHB/DMSO-behandeltes Myokardgewebe des Risiko- oder Nicht-Risikogebietes
handelte (siehe Abb. 83).
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Abb. 83: Western Blot nach systemischer Actinomycin-D (griin; Act.-D syst.) oder
systemischer KHB/DMSO-Infusion (rot; KHB syst.). Es wurden die Auswirkungen
der Act.-D-Behandlung auf den Gesamtkinasenproteinanteil der p38-MAPKs
(Stress-aktivierte Proteinkinase p38, zytosolische Fraktion) in den Proben des
Risikogebietes (RG) und Nicht-Risikogebietes (NRG) am Ende des ischimischen
Priakonditionierungsprotokolls) aufgezeigt.

10.5.Effekt des Transkriptionsinhibitors Actinomycin-D auf den m-RNA-
Gehalt der MAPKs-spezifischen Substrate c-Jun, ATF-2, Elk-1, c-myc
und c-fos

Fur die Untersuchungen des Northern-Blot-Verfahrens mittels der Sonden der
Transkriptionsfaktoren c-Jun, ATF-2, Elk-1, c-fos und c-myc wurde Gesamt-RNA
aus pridkonditioniertem Herzgewebe (Gewebe des Risikogebiets; RG) sowie
unprikonditioniertes Myokardgewebe (Nicht-Risikogebiet; NRG) nach KHB/DMSO-
oder Actinomycin-D Behandlung isoliert. Die zugehorigen Northern-
Hybridisierungen ergaben verminderte Signale in Actinomycin-D-behandelten-
prdkonditionierten Herzgewebe gegeniiber dem KHB/DMSO-behandelten-
priakonditionierten Gewebe. Im nicht-pridkonditionierten Myokardgewebe sah man
in beiden Behandlungsgruppen fir die c-Jun-, c-fos- und c-myc-Sonden nur ein
schwaches Signal (Abb. 85). Die Hybridisierung der Sonden Elk-1 und ATF-2 war
negativ, es konnten keine Signale detektiert werden.
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Abb. 84: RNA-Agarosegel. Das Gel zeigt die gleichmdssige Verteilung der RNA-
Menge und die Intaktheit der RNA mit den charakteristischen Banden im Bereich
28 S und 18 S (Proben nach ischimischer Priakonditionierung 2 mit KHB/DMSO-
oder Actinomycin-D-Behandlung.

1 und 2: Nicht-Risikogebiet linker Ventrikel (NRG li) nach Krebs-Henselleit/ DMSO
3 und 4: Nicht-Risikogebiet rechter Ventrikel (NRG re) nach Krebs-
Henselleit/ DMSO

5, 6, 7, 8 und 9: Risikogebiet (RG) nach Krebs-Henselleit/ DMSO

10 und 11: Nicht-Risikogebiet links (NRG li) nach Actinomycin-D

12 und 13: Nicht-Risikogebiet rechts (NRG re) nach Actinomycin-D

14, 15, 16, 17 und 18: Risikogebiet (RG) nach Actinomycin-D

M: Marker
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Abb. 85: Northern-Blots des Geles der Abb. 73. Es wurde nach
einander mit den c-DNAs Sonden c-fos, c-jun und c-myc hybridisiert. (Bei den
fehlenden Hybridisierungssignalen der ATF-2 und Elk-1 Sonden wurde jeweils
wieder dehybridisiert).
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10.6.Auswirkungen der Actinomycin-D- und UO126-Behandlung auf
Phosphoproteine in den durch Sidulenionenaustauschchromatografie
aufgereinigten Herzgewebeproben

Um einen Zusammenhang zwischen den dargelegten Western Blot Daten der
Studie und der Existenz noch unbekannter Phosphoproteine darzulegen, wurden
weiterfiihrende Experimente mittels Sdulenionenaustauschchromatografie durch-
gefithrt. Durch die Aufreinigung der Herzgewebeproben an Phosphoproteinen,
sollte eine mogliche Abhingigkeit zwischen der MAPKs-Aktivierung bzw.
-Deaktivierung und der Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung weiterer
zytosolischer und nukleédrer Proteine dargestellt werden. Dies wurde im Speziellen
durch Phosphorylierungsuntersuchungen der Proteine an den Aminosduren Serin,
Threonin und Tyrosin vorgenommen. Hierbei handelt es sich um Aminosduren, die
unter anderem die Sequenzabschnitte der Phosphorylierungsstellen der MAPKs
bilden. Des weiteren wurden Proteinbanden betrachtet, die aufgrund der
Molekiilgro3e nicht den hier dargestellten MAPKs zugeordnet werden konnten,
jedoch ebenfalls durch den Ischdmiereiz Phosphorylierungsunterschiede aufzeigten.
Es wurden in diesem Versuchsabschnitt Myokardproben nach KHB/DMSO-,
UO0126- und Actinomycin-D-Behandlung der prédkonditionierten und
nicht-priakonditionierten Tiere (Abb. 86 und 87) verwendet.

10.6.1. Darstellung der zytosolischen, Sephadex-gebundenen Myokard-
proteinfraktion nach Actinomycin-D- und UO126-Behandlung

Die silbergefiarbten Gele der zytosolischen, Sephadex-gebundenen Zellfraktion
zeigten nach Auftrennung der Phosphoproteine eine Vielzahl an unterschiedlichen
Bandenstidrken. In dem UO126- und Actinomycin-D-behandelten, prékondi-
tionierten Myokardgewebe konnte im Vergleich zum unbehandelten- und
KHB/DMSO-behandelten pridkonditionierten Myokard ein deutlich geringerer
Gehalt der Phosphoproteine in den Molekulargewichtsbereichen von 50-60 kDa,
40-50 kDa und 25-30 kDa festgestellt werden (Abb. 86; rot umrandete Banden).
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Abb. 86: Silbergefirbtes Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der
zytosolischen, CHS-gebundenen Probenfraktion (Chelating Sepharose) nach
Abschluss des ischdamischen Priakonditionierungsprotokolls 2. RG = Myokardgewebe
aus dem Risikogebiet ohne Substanzapplikation; KHB = Myokardgewebe aus dem
KHB/DMSO-behandelten Risikogebiet; UO = UO126 systemisch- (0,22 mg/kgKGW)
behandeltes Risikogebiet; Act.-D = systemisch Actinomycin-D- (0,012 mg/kg KGW)

behandeltes Risikogebiet. Rot gekennzeichnete Proteinbanden in den Molekular-
gewichtsbereichen von 50-60 kDa, 40-50 kDa und 25-30 kDa.

10.6.2. Darstellung der nukleidren und partikulidren Sephadex-gebundenen
Myokardproteinfraktion nach Actinomycin-D- und UO0126-
Behandlung

Auch in den partikuldren und nukledren Fraktionen zeigten sich, nach
Auftrennung der Phosphoproteine, Unterschiede in der Schwirzung der Banden.
Die hervorgehobenen rot umrandeten Banden (Abb. 87) zeigen in den gekenn-
zeichneten Molekulargewichtsbereichen (50-60 kDa, 40-50 kDa und 30-40 kDa) eine
deutliche Reduktion der Phosphoproteine in den U0O126- und Atinomycin-D-
behandelten Myokardgewebe gegeniiber unbehandeltem (IP)- oder KHB/DMSO-
behandeltem pridkonditioniertem Gewebe. Die genannten Molekulargewichts-
bereiche stimmen mit den Gewichten der MAPKs (JNKs, ERKs, p38-MAPKs)
tiberein und bestéitigen somit die Daten der Western Blot Untersuchungen und
Aktivitdtsbestimmungen. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Trans-
lokation der zytosolischen Kinasen in den Kern (nukledre Fraktion) stattgefunden
haben muss. Jedoch waren auch eine weitere Anzahl von Proteinen vorhanden, die
ebenfalls Unterschiede aufzeigten. Eine weitere Differenzierung erfolgte darauthin
in den Untersuchungen der Fraktionen mittels Immunoprézipitation durch
Antikorper anti-Phospho-Serin, anti-Phospho-Tyrosin und anti-Phospho-Threonin.
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Abb. 87: Silbergefirbtes Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der
partikuliren (Uberstand 2) und nukledren (Uberstand 3) CHS-gebundenen
(Chelating Sepharose) Probenfraktionen. Die Proben wurden nach Abschluss des
ischamischen Prikonditionierungsprotokolls 2 entnommen. RG = Myokardgewebe
aus dem Risikogebiet ohne Substanzapplikation; KHB = Myokardgewebe aus dem
KHB/DMSO-behandelten Risikogebiet; UO = UO126 systemisch (0,22 mg/kgKGW)
behandeltes Risikogebiet; Act.-D = systemisch Actinomycin-D- (0,012 mg/kg KGW)
behandeltes Risikogebiet.

10.6.3. Darstellung der zytosolischen, Sephadex-gebundenen Myokard-
proteinfraktion nach Actinomycin-D- und U0O126-Behandlung und
Immunopraézipitation

Immunoprézipitationen der Orginal- und Sdulenprédparierten Proben folgten mit
den Antikérpern anti-Phospho-Serin (P-Ser), anti-Phospho-Threonin (P-Thr) und
anti-Phospho-Tyrosin (P-Tyr) (Abb. 88, 89 und 90). Die immunoprézipitierten
Proben wurden danach gelelektrophoretisch aufgetrennt. Anschlieend folgte
entweder eine Silberfirbung der Gele oder eine weitere Immunoprézipitation mit
den kombinierten Antikoper, anti-P-Tyrosin/P-Threonin, anti-P-(Ser/Thr)Phe und
anti-P-Threonin-Proline (Abb. 91). Diese Antikorper richteten sich gegen die
spezifisch-dualen, Prolin-abhédngigen (directed) Phosphorylierungsstellen der
MAPKs.
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Abb. 88: Silbergefirbtes Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der
zytosolischen Fraktion, Originalprobenfraktion nach Abschluss des ischamischen
Prakonditionierungsprotokolls 2 und anschlieffender Immunoprazipitation mit den
Phospho-Tyrosin (P-Tyr), Phospho-Threonin (P-Thr) und Phospho-Serin (P-Ser)
Antikorpern. RG = Myokardgewebe aus dem Risikogebiet.

10.6.4. Darstellung der zytosolischen, Sephadex-gebundenen Myokard-
proteinfraktion nach Actinomycin-D- und U0O126-Behandlung und
Immunopriézipitation mit einem Phospho-Threonin Antikérper

Anhand der aufgetrennten zytosolischen Phospho-Threonin-immunoprézipitierten
Probenfraktion zeigten sich neben den bereits hervorgehobenen bekannten Banden
im Bereich zwischen 50-60 kDa und ~38 kDa auch eine Bande im Bereich zwischen
15-20 kDa und eine Bande im Bereich unter 15 kDa, die unterschiedliche
Schwéarzungen im Verlauf der Prakonditionierung und durch die Substanz-Behand-
lungen aufwiesen (Abb. 89). Die Bande unter 15 kDa zeigt eine deutlich starke
Farbung in der Myokardprobe des Risikogebiets des linken Ventrikels und eine
Verminderung der Bandenstidrke nach Actinomycin-D- und UO126-Behandlung.
Dies beweist erneut die Aktivitdtssteigerung durch den Prozess der ischdmischen
Prdkonditionierung sowie die inhibitorische Wirksamkeit von Actinomycin-D und
UO0126 auch auf andere zytosolische Proteine, die nicht zu den drei bekannten
MAPKs gehoren.
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Abb. 89: Silbergefirbtes Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der
zytosolischen, CHS-gebundenen Proteinfraktion (Chelating Sepharose Sdule
gebunden), nach Abschluss des ischamischen Prakonditionierungsprotokolls 2 und
anschlieffender Immunoprazipitation mit dem Phospho-Threonin-(P-Thr)
Antikorper. RG = Myokardgewebe aus dem Risikogebiet; NRG = Nicht-Risikogebiet;
KHB = Myokardgewebe aus dem KHB/DMSO-behandelten Risikogebiet; UO =

UO126-systemisch (0,22 mg/kgKGW) behandeltes Risikogebiet; Act.-D = systemisch
Actinomycin-D- (0,012 mg/ kg KGW) behandeltes Risikogebiet.

10.6.5. Darstellung der zytosolischen, Sephadex-gebundenen Myokard-
proteinfraktion nach Actinomycin-D- und U0O126-Behandlung und
anschlieBender Immunopriéizipitation mit einem Phospho-Tyrosin
Antikorper

Die rot umrandeten Banden verdeutlichen die Unterschiede der Proteinmenge der
Phosphoproteine in den Molekulargewichtsbereichen von 50-60 kDa, 25-30 kDa und
15 kDa, sowohl in den UO126- als auch Atinomycin-D-behandelten Tieren. Eine
gut differenzierbare Doppelbande im Bereich von 44/42 kDa konnte jedoch nicht
dargestellt werden (Abb. 90). Die Intention, mittels Phospho-Tyrosin-Immunoprizi-
pitation eine Einschrinkung der Proteine auf Proteine mit der Phosphory-
lierungsstelle Tyrosin zu erreichen, zeigte jedoch nicht die spezifische Inhibition
von Actinomycin-D der zuvor betrachteten Banden der MAPKs.



IV. Ergebnisse - 187 -

oloele]

kDa \. st% % _.. .. : 4 g e
Marker NRG RG KHB UO  Act.-D Marker

Abb. 90: Silbergefirbtes Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der
zytosolischen, CHS-gebundenen Proteinfraktion (Chelating Sepharose Sdule
gebunden), nach Abschluss des ischamischen Prakonditionierungsprotokolls 2 und
anschlieflender Immunoprazipitation mit dem Phospho-Tyrosin-(P-Tyr) Antikorper.
RG = Myokardgewebe aus dem Risikogebiet; NRG = Nicht-Risikogebiet; KHB =
Myokardgewebe aus dem KHB/DMSO behandelten Risikogebiet; UO = UO126
systemisch (0,22 mg/kgKGW) behandeltes Risikogebiet; Act.-D = systemisch
Actinomycin-D- (0,012 mg/ kg KGW) behandeltes Risikogebiet.

10.6.6. Darstellung der zytosolischen, Sephadex-gebundenen Myokard-
proteinfraktion nach Actinomycin-D- und U0O126-Behandlung und
anschlieBender Immunopriézipitation mit Phospho-Threonin/Prolin
und Phospho-Serin

Es zeigte sich in allen drei Zellfraktionen in den Bereichen des Molekulargewichtes
von 44/42 kDa, 55/46 kDa und 38 kDa, d.h. iibereinstimmend mit den untersuchten
ERKs, SAPK/JNKs und p38-MAPKs, die bereits zuvor mittels Western Blot
Analyse dargestellten Intensitdtsunterschiede der phosphorylierten Kinasen
(Abb. 91). Das heif3t, die durch einen IP-Zyklus gesteigerte Phosphorylierung der
44/42 kDa- und 55/46 kDa-Kinasen und die folgende Minderung durch Actinomycin-
D-Behandlung konnte bestédtigt werden. Ebenso konnten wir die Inhibition der
44/42 kDa-Kinasen-Phosphorylierung durch UO126 auch durch dieses
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Nachweisverfahren demonstrieren. Aullerdem detektierten wir in der zytosolischen
Fraktion eine Bande zwischen 15-20 kDa, welche eine Steigerung der Threonin-
und Tyrosinphosphorylierung durch Ischdmie gegeniiber nicht-Ischédmie zeigte und
wiederum konnte diese Phosphorylierungssteigerung durch U0O126 und
Actinomycin-D gehemmt werden.

Ziel nachfolgender Studien wird es nun sein die weitere Differenzierung der
Myokardproteine durch die 3D-Gelelektrohorese und die Massenanalyse der
einzelnen Proteinspots durch das Verfahren der Massenspektroskopie zu erreichen.
Erst dann kann durch die Sequenzbestimmung gezeigt werden, ob es sich neben
den MAPKs um bereits bekannte oder neuartige Proteine handelt, die in den

Prozess der Prékonditionierung durch Aktivitdtsverdnderungen involviert sind.
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Abb. 91: Silbergefarbtes Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der
zytosolischen, CHS-gebundenen Proteinfraktion (Chelating Sepharose Sdule
gebunden). Es wurden Proben nach Abschluss des ischimischen Prikonditio-
nierungsprotokolls 2 und anschlieffender Immunoprazipitation verwendet und mit
dem Phospho-Threonin-Prolin-(P-Thr/Pro) Antikorper oder Phospho-Serin-(P-Ser)
Antikorper immunoprazipitiert. KHB = Myokardgewebe aus dem KHB/DMSO-
behandelten Risikogebiet; Act.-D = systemisch Actinomycin-D- (0,01 mg/kg KGW)
behandeltes Risikogebiet. Die rot umrandeten Banden zeigen die deutliche Reduktion
dieser Phosphoproteine, sowohl bei Verwendung des P-Thr/Pro- als auch des P-Ser-
Antikorpers (Molekulargewichtsbereich: 30-40 kDa) in den Actinomycin-D-
behandelten Tieren gegeniiber der KHB/DMSO-behandelten Tieren.
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11.Auswirkungen der Prikonditionierung auf die Phospho-
rylierungsintensitit des MAPKs-vorgeschalteten Schalt-
stellenproteins Ras und Raf-Kinase

11.1.Darstellung der aktivierten Form von H-Ras im prikonditionierten
Myokardgewebe

Die Ras-Proteine zdhlen zu den wichtigsten "upstream" Schaltstellen in der
Signalvermittlung der MAPKs-Kaskaden. Sie empfangen in Form einer GTPase
Signale der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren oder iiber die Interaktion mit
Adaptorproteinen auch diese von Tyrosinkinase-Rezeptoren. Es ist somit im
proximalen Bereich der Kaskadensignaltransduktion angesiedelt, d.h. es kann auch
kaskadeniibergreifend, unspezifisch in alle drei Wege der MAPKs-Signalweiter-
leitung involviert sein. Die Bestimmung der aktivierten H-Ras-GTP-gebundenen
Form unter Verwendung des polyklonalen H-Ras (259) Antikorpers, zeigt speziell
den Schritt der Signalvermittlung an die nachfolgende Raf-Kinase auf. Es konnte
im priakonditionierten Herzgewebe der KHB/DMSO-behandelten Tiere eine
signifikante (p < 0,02) Zunahme des aktivierten H-Ras gegeniiber dem nicht-
priakonditierten Herzgewebe dargestellt werden (Abb. 92 und 93).

WO e e e W W W W —H-Ras
L I |1 |
NRG links NRG rechts RG
Abb. 92: Reprasentativer Western Blot. Die gesteigerte aktivierte Form des H-Ras
im Risiko-Gebiet (RG) nach Beendigung des ischiamischen Prakonditio-
nierungsprotokolls 2 gegeniiber dem nicht-prikonditionierten Myokardgewebe des
linken (NRG li) und rechten Ventrikels (NRG re) wird aufgezeigt; (Biopsien eines
Versuchsruppen V-Tieres).
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Abb. 93: Grafische Darstellung der aktivierten Form des H-Ras-Proteins. Das
Saulendiagramm zeigt den signifikanten Anstieg (p < 0,02) dieser Proteinform im
prakonditionierten Myokardgewebe (Risikogebiet, RG) gegeniiber dem nicht-
prakonditionierten Myokard (Nicht-Risikogebiet, NRG).

11.2.Darstellung der aktivierten Form der c-Raf-1-Kinase im
prikonditionierten Myokardgewebe

Die Untersuchung der Ras nachgeschalteten c-Raf-1 Serin/Threonin-Kinase erfolgte
mit Hilfe des polyklonalen Raf-1-(C-20) Antikorpers, gerichtet gegen das C-terminal
lokalisierte Epitop p-74 der Raf-1-Kinase. Dieses Epitop des Kinasenproteins
vermittelt die Anlagerung des Ras-GTP-Proteins und somit die Weiterleitung des
Signals an die MEK-1/2.

Auch hier konnten wir ein signifikant (p < 0,02) erhohtes Signal der Raf-1-Kinase
im pridkonditionierten Herzgewebe gegeniiber dem nicht-prédkonditionierten
Herzgewebe der KHB/DMSO-behandelten Tiere feststellen (Abb. 94 und 95).

NRG rechts NRG links RG

Abb. 94: Dieser Western Blot zeigt ein gesteigertes c-Raf-1-Signal im Risikogebiet
(RG) nach ischamischer Prikonditionierung im Vergleich zu nicht-prakonditio-
niertem Gewebe des linken und rechten Ventrikels (NRG li u. NRG re).
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Abb. 95: Das Saulendiagramm zeigt die Quantifizierung der c-Raf-1-Intensitit.
Ein signifikanter Anstieg der Ras-aktivierten c-Raf-1-Kinasenform konnte im
prakonditionierten (RG; Risikogebiet) gegeniiber dem nicht-priakonditionierten
Myokardgewebe (NRG li; Nicht-Risikogebiet des linken Ventrikels) festgestellt
werden.
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V. DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurde mit Hilfe von spezifischen MAPKs-Inhibitoren die
Hypothese untersucht, ob der Aktivitdtsanstieg bestimmter MAPKSs die Voraus-
setzung fiir das Stattfinden der protektiven ischdmischen Konditionierung ist.

Die Ergebnisse belegen erstmals, dass es in vivo moéglich ist, die MAPKs-Signal-
kaskade an definierten Phosphorylierungsschritten zu inhibieren und dass dies
folgend zu einer Storung des kardioprotektiven Prozesses einer ischdmischen
Konditionierung fiihrt.

Des weiteren wird im Wesentlichen die in der Literatur bereits gedulerte Meinung
unterstiitzt, dass die Signaltransduktionsschritte der MAPKs die aufeinander-
folgenden Ereignisse der Signalwege von Ischdmie- und Reperfusionstress am

Herzen mitbeeinflussen.

In der Literatur finden sich diverse Studien von MAPKs-Untersuchung, jedoch
wurden diese Experimente fast ausschliellich an neonatalen Kardiomyozyten in
Kultur oder diversen anderen Zellinien durchgefithrt. Die vorliegende Studie
prasentiert somit erstmalig an einem standardisierten in vivo-Tiermodell des
in-situ schlagenden Herzens die Auswirkungen von MAPKs-Inhibitoren aller drei
Hauptsignalwege.

1. Kritische Aspekte der verwendeten Firbe- und Infusions-
techniken

Zu nennen ist hier die Problematik der lokalen/intramyokardialen Mikroinfusion in
Bezug auf die relative Infarktgro3enbestimmung, die im Verhéaltnis zum Risiko-
gebiet erfolgte. Es bestand hierbei die Moglichkeit eines falsch negativen
Ergebnisses, da im Gegensatz zur systemischen Applikation nicht davon ausge-
gangen werden konnte, dass die Diffusion der Substanzen das gesamte Risikogebiet
mit gleichwertigen Konzentrationen des Pharmakons abséttigte. Man miisste ein
eigenes "Diffusions-Risikogebiet” jeder Mikroinfusionsnadel bestimmen koénnen,
doch die ligandengekoppelte Infusion der untersuchten Substanzen an einen
Farbstoff war nicht moglich **. Die InfarktgréBen bei der Berechnung der Dosis-
Wirkungsbeziehung wurden daher in dem Flidchenmass [cm?®] angegeben und die
intramyokardialen Substanzapplikation, trotz Infarktgrofen-Bestimmung, durch
den ja/nein Effekt, d.h. das Vorhandensein eines nekrotischen oder
nicht-nekrotischen Myokardgebietes bewertet.
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2. Die Wirkung von PD98059 und UO126

In in diesem Abschnitt der Studie wurde gezeigt, dass eine spezifische Hemmung
der ERKs-Kaskade durch die lokale intramyokardiale Infusion von PD98059 und
UO0126 sowie die systemische Applikation von UO126 vor und wihrend des IP-
Protokolls dem IP-vermittelten Herzschutz entgegenwirkte. Es konnte ebenfalls
demonstriert werden, dass die verwendeten experimentellen Substanzen, die
Phosphorylierungskaskade der ERKs (p44/42 MAPKSs) in einer konzentrations-
abhidngigen Weise hemmten, ohne eine Beeinflussung der p38-MAPKs- oder
SAPK/JNKs-Kaskaden hervorzurufen. Die Resultate unterstiitzten die zugrunde
liegende Arbeitshypothese des ERKs- und JNKs-abhidngigen Signalweges
ischdmischer myokardialer Protektion.

In anfinglichen Aktivitdtsscreenings konnte festgestellt werden, dass myokardiale
Ischdmie die p38-MAPKs und die ERKs aktivierte ®, wihrend Reperfusion die
Aktivitdt der SAPK/JNKs stimulierte und lediglich eine folgende moderate
Steigerung der ERKs-Aktivitdt bedingte. Weiterhin verursachte Reperfusion bereits
Deaktivierung der p38-MAPKs. Das Aktivitdtsmaximum der ERKs war im
dargestellten experimentellen Modell zum Zeitpunkt der 10-15 min der Ischdmie zu
beobachten, danach nahm die Aktivitdtskurve wieder gleichféormig bis zum
Ausgangswert ab. In fritheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnte des weiteren
gezeigt werden, dass eine Aktivitdtssteigerung der Protoonkogene c-jun und c-fos
durch kurzzeitige Verschliisse der linken absteigenden Koronararterie

hervorgerufen werden konnte °"*%°,

Angaben iiber die exogene Stimulierung der Tyrosinkinasen-Rezeptoren (TKR)
mittels der Liganden IGF-2, aFGF und bFGF °*** und einem daraus resultierenden
kardioprotektiven Effekt machte es offensichtlich, dass die aktivierten
Proteinkinasen, im Besonderen die ERKs, Anteil an der TKR-vermittelten
Kardioprotektion haben.

Untersuchungen von Favata et al. °*' zeigten eine weitestgehende Uberein-
stimmung der Wirkungsmechanismen der Substanzen PD98059 und U0126, sodass
eine bestimmte Anzahl der Versuche der PD98059 Studie nicht nochmals mit
U0126 wiederholt wurden.

PD98059 [2-(2-Amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-Benzo-Pyran-4-one] stellt einen
nichtkompetitiven, spezifischen Inhibitor von MEK-1/2 (MAPKK-1/2) dar. UO126
(1,4-Diamino-2,3-Dicyano-1,4-bis [2-Aminophenyl-Thio] Butadiene) iibt ebenfalls
nichtkompetitive Inhibiton auf MEK-1/2 aus, zuséitzlich jedoch auch direkt auf die
ERK-1/2. U0126 und PD98059 zeigen keine Beeinflussung der Aktivitédtszustidnde
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der PKC, Abl- Kinasen, Raf- Kinasen, MEKK, SAPK/JNKs, p38-MAPKs, MKK-3
und MKK-6. Die Inhibition nachfolgender zytosolischer und nukledrer Faktoren,
wie dem p®*TCF (Elk-1)-Faktor, dem c-Myc-Faktor, dem ATF-2-Faktor sowie den
Komponenten des AP-1-Komplexes, c-Jun und c-Fos ?*°* konnte bei beiden

Substanzen festgestellt werden *"7°%,

Urspriinglich wurden PD98059 und UO126 aufgrund ihrer Interaktion mit den
"glucocorticoid response elements" (GREs) des AP-1-Genpromotors entdeckt #%%,
Es folgte nach Aussetzung der Zellen mit den Substanzen eine Minderung der
AP-1-abhingigen Gentranskription der Immunantwort. Diese Fdhigkeit teilten die
beiden Substanzen mit einer Vielzahl von Glukokortikoid-Hormonen, die
breitgefachert aufgrund ihrer antiinflammatorischen Wirkungsweise, Zytokin-,
Adhésionsmolekiil- und Metalloproteinaseinhibition zum klinischen Einsatz
kommen. Man hatte jedoch in der PD98059- und UO126-Herstellung das Ziel,
direkt intrazelluldr anatagonistisch anzugreifen, die Glukokortikoid-Rezeptoren zu
umgehen, um somit eine spezifische und funktionale Inhibition der
Gentranskription zu erreichen. UO126 und PD98059 verhindern zwar nicht die
Bindung von AP-1 an die DNA, sie unterdriicken vielmehr die Bildung der c-Jun
und c-Fos-mRNA-Bildung. UO126 ist hierbei ein stdrkerer Inhibitor der MEK-1
und MEK-2 (100-fach hohere Affinitdt zu MEKs als PD98059), was sowohl in
enzymatischen in-vitro-Untersuchungen sowie an isolierten Zellen beobachtet
werden konnte *°°. Die Inhibition der MEKs-Proteine durch U0126 erfolgt durch
Bindung am bereits aktivierten Enzym, wogegen PD98059 die Aktivierung von
MEK-1/2 in der Weise blockiert, dass die Phosphorylierung der MEKs-Enzyme
durch die Raf-Kinase verhindert wird. Folglich agiert U0O126 einen
Phosphorylierungsschritt weiter distal, d.h. weiter nukleédr der Kaskade gerichtet
als PD98059 und blockiert die Phosphorylierung von ERK-1/2 direkt, PD98059
dagegen indirekt **!. Die genaue Bindungsstelle von UO126 und PD98059 an den
MEK-1/2-Proteinmolekiilen ist noch nicht eindeutig geklirt, es kann jedoch mit
Bestimmtheit gesagt werden, dass sie nicht mit der der Substratmolekiile ATP und
ERK iibereinstimmt. Des weiteren ist bekannt, dass beide Substanzen die gleiche
Bindungsstelle benutzen, die lediglich strukturelle Konformationsverdnderungen
durch den Vorgang der Enzymaktivierung bzw. -deaktivierung erfiahrt.

Die durch PD98059 und UO126 erzielte MEKSs-Inhibition beeinflusst unter-
schiedlichste Signalwege der Zelle. Bedingt durch den Empfang verschiedenster
Signale durch eine Vielzahl von Zellenoberfldchenrezeptoren kénnen je nach Zelltyp
und Entwicklungsstadium der Zelle oftmals entgegengesetzte Wirkungen durch die
Substanzverabreichung erzielt werden *°*%%?%¢ Einige Beispiele der MEK-1/2-
Inhibition durch PD98059 und UO126 sind (1) die Blockade von Wachstums-
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Faktoren-vermittelten Proliferationsprozessen, (2) von chemotaktischen Migra-
tionsvorgdngen, (3) von mitogenen Angriffen der Zelle sowie (4) die Produktions-
inhibition proinflammatorischer Zytokine, wie IL-2, IL-1 f, TNF-a, GMCSF,
Interferon-y und IL-6 ¢**?%%%7 Dije Aktivierung der Glycogensynthetase oder
Lipogenese von Insulin-behandelten Zellen ist °*®, obwohl Insulin einen der
Hauptstimuli der ERKs-Kaskade darstellt, ein weiteres Wirkspektrum der
Substanzen. Des weiteren konnten gegensétzliche Auswirkungen der PD98059
Behandlung an G-Protein-gekoppelten Signalvermittlungen beobachtet werden.
PD98059 hemmte z.B. die Angiotensin-II vermittelte ERKs-Phosphorylierung in
glatten Muskelzellen, dagegen war in diesen Zellen durch PD98059 keine Inhibition
der Angiotensin-II bedingten Aktivierung der Phospholipase C und Phospho-
lipase D zu erkennen **°. Auch hemmte PD98059 die Phosphorylierung der ERKs in
Myozyten, die dem Alphasympathomimetikum Phenylephrin ausgesetzt waren,
jedoch konnte hierbei durch PD98059 nicht die Expression des Atrialen
Natriuretischen Faktors (ANF) geblockt werden %,

Untersuchungen von Aoki et al. **' beschiiftigten sich mit der differentiellen Rolle
der MAPKs im Herzen. Sie studierten die Angiotensin-II- bzw. Phenylephrin-
bedingte kardiale Hypertrophie von neonatalen Rattenkardiomyozyten. Sowohl
Angiotensin-II, als auch Phenylephrin erzeugten eine deutlich signifikante
Aktivierung der ERKs, wogegen nur Phenylephrin eine starke und anhaltende
Aktivitdtssteigerung der p38-MAPKs und SAPK/JNKs verursachte. PD98059
inhibierte auch hier nur die durch Angiotensin-II bedingte Expression des Atrialen
Natriuretischen Faktors und nicht diese, welche durch Phenylephrine hervor-
gerufen wurde. Sofern Inhibition durch PD stattfand, erfolgte sie sowohl auf dem
mRNA-, als auch auf dem Polypeptidlevel des Faktors. Eine Beeinflussung anderer
Marker der Angiotensin-II- bedingten Hypertrophie, wie o —-Aktin-,
c-Fos-Expression oder sarkomere Aktinformation konnte durch PD98059 nicht
festgestellt werden. Der p38-MAPKSs-Inhibitor SB203580, zeigte weder bei der
Angiotensin, noch bei der Phenylephrin veranlassten Expression von ANF einen
Effekt. Daher wurde postuliert, dass Angiotensin-II nur den ERKs-Signalweg der
ANF-Expression nutzt.

Die Auswirkungen der PD- und UO-Substanzapplikation auf die Entstehung
myokardialer Infarkte (Nekrose) bzw. Apoptose unter dem Zustand von Ischdmie
und Reperfusion wurde inzwischen in verschiedensten in vivo- und vitro-Modellen
untersucht. Hong et al. untersuchten an H,0, behandelten kardialen H9c2-
Myoblasten die Wirkung des Insulin-Wachstumsfaktors (IGF-1). Sie zeigten, dass
die gesteigerte Apoptoserate der Myoblasten nach H,0,-Behandlung durch eine
Vorbehandlung mit IGF-1 verringert werden konnte. Des weiteren demonstrierten
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sie im Verlauf des IGF-Wirkprozesses eine verminderte Bax-Expression, eine
gesteigerte ERKs-Aktivitdt und eine verminderte JNKs-Aktivitidt. Die Stagnation
der Apoptose, die durch IGF-1 erzielt wurde, konnte durch den MEKs-Inhibitor
PD98059 wiederum vollstidndig aufgehoben werden, sodass die gleiche Apoptoserate

der Zellen erreicht wurde, die nur mit H,O, behandelt wurden .

Vergleichbar hierzu sind die Ergebnisse von Yue et al. ®'. Sie beschrieben ebenfalls
in kardialen H9c2-Myoblasten eine gesteigerte Apoptose durch PD98059 von 18,6%
(Kontrollzellen behandelt mit dem Losungsmittel von PD) auf 33,4%. Die
Apoptoserate wurde anhand der DNA-Fragmentierung und Caspase-9-Aktivitét
bestimmt. SB203580 und SB242719, Inhibitoren der SAPK/JNKs und der
p38-MAPKSs reduzierten wiederum, die durch PD98059 gesteigerte Apoptose um
das Vier- bzw. Sechsfache. Auch an perfundierten Rattenherzen zeigte die Gruppe
von Yue at al. nach globaler Ischdmie von 30 min und einer Reoxygenierung von
eine Stunde eine verzogerte Erholungsphase des Herzens, bedingt durch PD98059.
Koadministration der beiden SB-Substanzen milderte den schédlichen Effekt von
PD98059 insofern ab, dass eine signifikant verkiirzte Erholungsphase des Herzens

nach Ischdmie/Reperfusion benotigt wurde **.

Ein weiterer differentieller Wirkungsweg von PD98059 konnte im Verlauf des
Thrombin-bedingten Arachidonsduremetabolismus in Edothelzellen und Blutplatt-
chen beobachtet werden. In den Blutplédttchen konnte weder eine Verdnderung der
Arachidonsédurefreisetzung noch eine Abwandlung der Blutpldttchenaggregation
festgestellt werden. In Endothezellen dagegen wurde die Prostazyklin-I,-Frei-
setzung gehemmt, widhrend die Sekretion des von-Willebrandfaktors nicht

beeinflusst wurde %43,

Ein weiteres Augenmerk der PD98059- und U0O126-Untersuchungen richtete sich
aufgrund der proximalen Beteiligung des Ras-Proteins in der Signalvermittlung der
MEK-1/2-ERKs-Kaskade auf den Einsatz der MEK-1/2-Inhibitoren in der
Behandlung von Tumorerkrankungen. Eine Vielzahl von Tumoren basieren auf der
Existenz mutierter Zellen durch onkogene Ras-Proteine. PD bewirkte in
verschiedensten Tumorzelllinien einen signifikanten Riickgang der

Mutationsrate 32945,

3. Die Rolle des ERKs-Aktivitiatsverlaufs wahrend Ischimie/
Reperfusion und ischimischer Prikonditionierung

Die MAPKs zdhlen zu den Regulatoren wie auch Akteuren des Myokards im
Zustand von Ischidmie und Reperfusion. Dies impliziert die Frage: ist
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Ischdmie/Reperfusion der direkt auslosende Stimulus einer Aktivierungs- bzw.
Deaktivierungskaskade der MAPKs oder ist die stattfindende
Aktivitdtsverdnderung der Kinasen lediglich ein Nebeneffekt anderer
Transduktionswege der Zelle im Zustand von Ischdmie und Reperfusion? Eine
Antwort gibt bereits die Definition des Begriffes oxidativer Stressstimulus. Es
handelt sich dabei nicht um ein bekanntes extrazelluldres Signalmolekiil, worauf
die Zelle in charakteristischer und programmierter Weise antworten kann. Er setzt
sich vielmehr aus einem komplexen Mediatorengemisch zusammen, das
extrazelluldr wie auch direkt intrazelluldr angreift, sodass die Zelle je nach Zelltyp
in ihrer eigenen spezifischen Art reagieren kann. Demzufolge sind die in der
Literatur existierenden kontroversen Ergebnisse der verschiedensten Modelle nur
allzu sehr verstéandlich.

Die ERKs, eine Subfamilie der MAPKs werden hauptsédchlich durch Wachstums-
faktoren im Vorgang der Proliferation und Differenzierung einer Zelle aktiviert,
doch auch der Ischdmie- und Reperfusionsreiz bewirkt eine zelluldre Antwort unter
Einbeziehung der ERKs-Kaskade. Eine Studie von Shimizu et al. ** zeigten, dass
alle MAPKSs, d.h. sowohl die ERKSs, JNKs und p38-MAPKSs durch Ischdmie aktiviert
werden. Die Ischdmie wurde experimentell durch koronare Okklusion an einem in
vivo-Infarktmodell der Ratte ausgelost. Die Arbeitsgruppe ermittelte eine
Aktivitdtsspitze innerhalb der ersten fiinf min des Verschlusses. Nach 30 min
anhaltender Ischdmie war ein Riickgang der Aktivitdtskurve bis zum Basiswert zu
beobachten. Vergleichbar diesem Aktivitdtsverlauf waren die Ergebnisse unserer
Untersuchungen mit der Ausnahme der JNKs, die erst wihrend einer folgenden
Reperfusionsphase ihre Aktivitidtssteigerung erlangten.

Auch in isolierten Rattenmyozyten, die einer Hypoxie und Reoxygenierung
ausgesetzt wurden, war eine Aktivierung der 44 kDa und 42 kDa MAPKs (ERKs)
durch "in-Gel" Kinasen-Phosphorylierungsuntersuchungen zu beobachten. Die
Kinasenaktivitdten erreichten einen maximalen Wert nach 5-10 Minuten Hypoxie
sowie nach 15 min Reoxygenierung **"***, Untersuchungen von Clerk et al. befassten
sich mit der Stimulation der MAPKs und der Phosphorylierung der kleinen
Hitzeschock-Proteine (HSP 25/27) durch oxidativen Stress. Exemplarisch an
Primérkulturen neonataler Myozyten wurde oxidativer Stress durch H,0,induziert.
Sie zeigten maximale Aktivitdt der p54 und p46 SAPK/JNKSs nach 15-30 min. Eine
signifikant erhohte Aktivitdt im Vergleich zu Kontrollwerten war nach weiteren
zwei Stunden zu erkennen, somit konnte von einer anhaltenden Aktivierung
gesprochen werden, wodurch ein Unterschied zu der transienten Aktivierung der
SAPK/JNKSs anderer Studien festgestellt wurde **°. Der Aktivititsverlauf der ERKs
war dem der SAPK/JNKs &hnlich. Ebenfalls vergleichbar war diese
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Aktivitatskurve mit Versuchsergebnissen einer Phorbolmyristate Acetat-(PMA)
Studie der Arbeitsgruppe. PMA zidhlt zu einem der Hauptstimuli der ERKs-
Kaskade und bewirkt stets maximalen Aktivitdtsausschlag in den
Aktivitatsscreenings. Die ERKs-Aktivitdt konnte auch hier sowohl durch PD98059,
wie auch durch den PKC Inhibitor GF109203X vollstdndig aufgehoben
werden “"*%° Die untersuchte Phosphorylierung der HSP 25/27 zeigte eine leicht
versetzte Phosphorylierungsspitze zu der des zweiten p38-MAPKSs-Substrates
MAPKAP-K2 und lag somit iibereinstimmend mit den vorherigen Resultaten von
Clerk et al. bereits zur 5 min der H,0,.-Behandlung. Somit zeigte diese Studie, dass
durch Ischimie alle MAPKSs eine Hochregulierung ihrer Aktivitéit erlangen .

Die Rolle der ERKs wihrend des Stresszustandes einer Hypoxie oder Ischidmie
wurde von Bogoyevitch et al. durch ein in-vitro-Gewebekulturmodell beschrieben.
Sie induzierten myozytire Ischdmie durch Abnahme des zelluliren ATP-Levels
nach Behandlung der Zellen mit Kaliumzyanid und Deoxyglukose sowie
Endothelin-1 oder Sorbitol. Eine Hochregulierung der Aktivitidt der ERKs konnte
mittels jeder verwendeten Substanz des Modells demonstriert werden °***'. Im
Gegensatz zu diesen Resultaten, die in Rattenkardiomyozyten erzielt wurden,
konnte in Epithelzellen der Hundeniere keine Aktivierung der ERKs durch Zyanid

952

und Deoxyglukose hervorgerufen werden *°*. Mogliche Unterschiede beziiglich der
Aktivierung und Regulierung der Proteinkinasekaskade in unterschiedlichen
zelluldren Systemen verschiedener Tierarten konnen daher niemals ausgeschlossen

werden.

Aikawa et al. zeigten, dass oxidativer Stress durch H,0O, die ERKs in kultivierten
neonatalen Kardiomyozyten aktivierte °**. Adderley und Fitzgerald et al. stellten
fest, dass der Tod von Kardiomyozyten nach H,0O,- und Doxorubicin Behandlung,
durch eine Zunahme der Prostazyklinanordnung limitiert wurde. Diese Zunahme
reflektierte die Induktion einer erhohten Cyclooxygenase-2 (COX-2) Expression
durch aktivierte ERK-1/2, die jedoch nachfolgend durch PD98059 wieder
aufgehoben werden konnte °°?. Die positive Rolle der ERKs im Prozess der
Zellprotektion wurde durch weitere Studien von Sheng et al. unterstiitzt. Die
Autoren beobachteten in neonatalen Rattenmyozyten die protektive Wirkung des
Herzzytokins Cardiotrophin 1 (CT-1) ***. Dieser Effekt war mit der Aktivierung von
ERK-1 und ERK-2 assoziiert. Die Konzentration von 10 xM PD98059 war
wiederum ausreichend, um die Kardioprotektion von CT-1 vollstédndig zu hemmen.

Im Gegensatz zu den meisten Studien zeigte eine andere Studie Bogoyevitchs et al.,
dass globale Ischdmie und Ischdmie mit folgender Reperfusion die p44 und p42
ERKSs nicht aktivierte. Eine Erkldrungsmoglichkeit der unterschiedlichen Resultate

findet man nach wie vor in der Variation der experimentellen Bedingungen und



- 200 - V. Diskussion

zum anderen in der Vernetzung aller MAPKs-Signalwege, sodass der lineare
Signalverlauf nur selten existent ist und man nach wie vor noch nicht von der

kaskadenspezifischen Wirkung sprechen kann '#%%°,

Die ischdmische Prdkonditionierung einer Zelle ldsst sich mit dem Zustand der
Zelladaptation vergleichen. Dies bedeutet, dass Zellen bei nahezu jedem Reiz iiber
einen groBen Intensitdtsbereich hinweg die gleiche prozentuale Anderung der
Reizintensitdt wahrnehmen konnen. Auf der Ebene der Zielzellen bedeutet dies,
dass die Zellen, die iiber einen ldngeren Zeitraum einem Reiz ausgesetzt sind, ihre
Fahigkeit verlieren, mit der urspriinglichen Empfindlichkeit auf den Reiz zu
reagieren. Durch den Prozess der adaptiven Konditionierung wird die
Empfindlichkeit der Zelle in reversibler Weise dem Grad des Reizes angepasst. Fiir
chemische Signale spricht man bei diesem Vorgang auch von einer
Desensibilisierung der Zelle ''*?°%?*7 Die Arbeitsgruppe von Punn und Kollegen
untersuchten diese verzogerte Zytoprotektion neonataler ventrikulidrer
Kardiomyozyten im Verlauf des Phidnomens der ischdmischen Priakonditionierung.
Sie erlangten eine Konditionierung der Zellen durch kurze, subletale Ischdmie- und
Reperfusionszyklen und betrachteten dies im Hinblick einer folgenden letalen
Ischdmiephase. Der Aktivitdatszustand der verschiedenen MAPKs variierte je nach
Zeitpunkt des Prikonditionierungsprotokolls. Ischdmie erzielte transiente
Aktivierung der ERKs und der p38-MAPKs, dagegen nur eine schwache
Aktivierung der SAPK/JNKSs und keinerlei Aktivitdtszunahme der Phosphoinositol-
3-Kinase-abhédngigen Proteinkinase B (PKB=Akt Kinase). Die folgende Reperfusion
bedingte eine weitere transiente Aktivierung der p38-MAPKSs, jedoch anhaltende
Aktivitdtsstimulation der ERKs. Verwendete man spezifische Inhibitoren der
MAPKSs und der PKB und untersuchte deren Wirkung auf die Uberlebensrate der
Zellen und den Phosphorylierungsstatus der jeweiligen Kinasen, so konnte nur
PD98059 eine Phosphorylierungsminderung der ERKs und zugleich eine
verminderte Uberlebensrate der Kardiomyozyten auslésen. SB203580, der
spezifische Inhibitor der p38-MAPKs und Wortmannin, ein Inhibitor der PKB,
erzielten lediglich Phosphorylierungsinhibition der jeweiligen Kinasen ohne eine

Auswirkung auf die verzégerte Protektion auszuiiben **°,

4. Die Wirkung von SB203580

SB203580 gehort zu der Gruppe der Pyridinylimidazole. SB203580 wirkt als
direkter reversibler Inhibitor der p38-MAPKSs, d.h. es blockiert die p38-MAPKs,
indem die Kinasentranslokation zum Substrat verhindert wird. Somit wird die
Phosphorylierung der Kinase selbst nur geringfiigig beeinflusst, die ihrer
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nachfolgenden Substrate jedoch annihernd vollstindig ""¢***°%. Es zeigte sich in
den hier durchgefiihrten Aktivitdtsuntersuchungen der p38-MAPKs-Kaskade, dass
der Inhibitor durch Versuchsschritte der beschriebenen Zellfraktionierung, wie
Homogenisierung und Waschschritte des Aktivitdtsassays bereits ausgewaschen
wurde, sodass eine Reaktivierung der p38-MAPKs im Verlauf der in-vitro-
Versuchsdurchfithrung wieder stattfinden musste.

Andere Studien berichteten, dass SB203580 bei hoheren Konzentrationen (>10 zM)
auch die 54 und 52 kDa SAPK/JNKSs, jedoch nicht die 46 kDa JNK-1 blockierte """,
Betrachtet man den Aktivitdtsstatus der SAPK/JNKs der hier vorliegenden
Untersuchungen sowie der anderer Forschungsgruppen, d.h. dass die Aktivitdten
von SAPK/JNKs durch Ischdmie unberiihrt bleiben und Aktivierung nur wiahrend

der Reperfusion stattfindet *>**'%% so kann man von einer spezifischen

Wirksamkeit der SB203580-Substanz auf die p38-MAPK-Phosphorylierunskaskade
ausgehen. Aus diesem Grund sind die SAPK/JNKs wahrscheinlich auch nicht an
der erhohten Phosphorylierung des SAPKs/JNKs-abhédngigen Transkriptions-
faktors, ATF-2 wéhrend einer Ischdmie beteiligt.

Uber die Wirkung der SB-Substanz existieren ebenfalls gegenséitzliche
Standpunkte. Ubereinstimmend ist man sich in der Tatsache des Wirkpotenzials
der Substanz ausschlieBlich gegeniiber der aktivierten Form der p38-MAPKs. Nur
dieser Zustand der Kinase kann inhibiert werden und resultiert in der Reduktion
der Phosphorylierungsintensitdt ihrer Substrate. Somit stehen die Ergebnisse in
engem Zusammenhang zu den Aktivitdtsverldufen der Kinase im Zustand von
myokardialer Ischdmie und Reperfusion und werden daher im folgenden Abschnitt
diskutiert **.

5. Die Rolle der p38-MAPKs wihrend Ischiamie/Reperfusion
und ischimischer Priakonditionierung

Die wichtigsten Resultate der dargestellten p38-MAPKs-Studie sind:

(1) Erhohung der myokardialen p38-MAPKs-Aktivitdt nach einer
Ischdmiephase, jedoch Verminderung durch folgende Reperfusion und
wiederholte kurze Ischdmiezyklen.

(2) Die Erkenntnis der myokardialen Protektion durch die Gabe des spezifischen
p38-MAPKs-Inhibitors, Pyridinylimidazolderivats SB203580, d.h. eine
deutlich erhohte Ischdmietoleranz, bei der Anwendung der lokalen
intramyokardialen Applikationsform des Inhibitors, sodass geschiitzte

Myokardareale um die Infusionsnadeln zu erkennen waren.
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(3) Keine Beeinflussung der IP-vermittelten Kardioprotektion durch die
systemische oder lokale intramyokardiale Anwendung der SB203580-
Substanz.

Diese Resultate zeigten somit eine Wechselbeziehung zwischen der p38-MAPKs
Aktivierung und dem myokardialen Herzschutz, d.h. geringe p38-MAPKs-Aktivitét
korrelierte mit einer verbesserten Uberlebenschance des ischdmischen Myokard-
gewebes und umgekehrt.

Da anhaltende Ischdmie des Myokards die schnellste und sicherste Methodik
darstellt, um Tod der Myozyten auszulésen, postulierten wir, dass eine p38-
MAPKs-Aktivierung zum Zeitpunkt der Ischdmie eine der Hauptursachen des
beschleunigten oder vorzeitigen Zelltodes ist.

ATF-2, ein nukledrer Transkriptionsfaktor, der in vivo als Substrat der p38-MAPKs
Kaskade dient, zeigte im beschriebenen Versuchsmodell erhéhte Phosphorylierung
widhrend der Ischdmie. Eine erhebliche Verringerung seines Phosphorylierungs-
status konnte als Folge der p38-MAPKs-Signalblockade durch SB203580 fest-
gestellt werden. Somit war auch eine Auswirkung der nukledren Signalvermittlung
der p38-MAPKs im gezeigten Versuchsabschnitt zu beobachten.

Ausgehend vom proximalen Signalvermittlungsweg des Ischédmie/Reper-
fusionsreizes und der ischdmischen Prékonditionierung, ndmlich der Zellmembran
und ihrer Rezeptoren, hat sich die Aufmerksamkeit der Forschungsarbeiten mehr
und mehr auf den distalen Abschnitt, d.h. in das Zellinnere verlagert. Hierbei
spielen Proteinkinasen eine entscheidende Rolle. Im Besonderen wird die Funktion
der p38-MAPKs beim Pidnomen der IP und der myokardialen Ischdmie stark
kontrovers diskutiert. Wahrend andere Stimulatoren wie z.B. Adenosin 7760.965.966
Phenylephrin, Endothelin, Endotoxine und PMA "% als gesicherte Aktivatoren
der p38-MAPKs-Kaskade gelten, existieren gegensitzliche Standpunkte in Bezug
des Ischdmie- und Reperfusionsstimulus. Grundlegende Unterschiede bestehen in
der Angabe des Zeitpunktes des Aktivitdtsmaximums der p38-MAPKs. Die
Mehrheit der Literatur beschreibt den Aktivitdtspeak der p38-MAPKs
ausschlieBlich im Verlauf der Ischidmie, wobei das Verfahren der "low-flow"
Ischidmie hierbei keine maximale Aktivitdt erzielen kann °*°. Andere Studien
zeigten nur einen minimalen Aktivitdtsanstieg der Kinase durch Ischdmie und das
Maximum nur wéihrend der Reperfusion *’°. Des weiteren diskutiert man den
Aktivitatsverlauf. Ist das Aktivitdtsmaximum der Kinase erreicht, so kann es von
transientem oder dauerhaftem Charakter sein, d.h. einen schnellen Anstieg und
Abfall aufzeigen oder iiber mehrere Stunden anhalten **?”. Ein weiteres Kriterium
des Kinasenaktivitdtsstatus ist der Verlauf wiahrend eines Pridkonditionierungs-
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prozesses, d.h. die Auswirkungen durch wechselnde Ischdmie- und Reperfusions-
zyklen. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigte die
Mehrheit anderer Studien, dass persisistierende Ischdmiephasen der IP, d.h.
Ischdmie, die von Reperfusionsperioden unterbrochen wurde, keinen weiteren

973,974

Aktivitdtsanstieg der p38-MAPKSs erzielen konnen

Die Folge des Aktivitdtsanstieges der p38-MAPKsS ist ein weiterer Ansatzpunkt der
Diskussion. Zum einen wird postuliert, dass die gesteigerte Aktivitdt der p38-
MAPKSs einen Schutz des Myokards vor den Zellschiddigungen einer Ischidmie
aufbaut und auch das protektive Potenzial eines ischidmischen
Priakonditionierungsprotokolls mitbegriindet. Die Gegenposition behauptet, dass
Ischédmie-bedingte Aktivitdt der p38-MAPKs die Entstehung groBerer Infarkt-
(Nekrose)gebiete bewirkt und am Aufbau des schiitzenden
Prdakonditionierungsprozesses unbeteiligt ist. Erste Veroffentlichungen, die diese
Fragestellung behandelten, stammten aus der Arbeitsgruppe um Downey et al.. Sie
zeigten eine erhohte Phosphorylierungsintensidt der Aminosédure Tyrosin 182 der
p38-MAPKSs nach einer Indexischdmie an pridkonditionierten Kaninchenherzen im
Vergleich zu Kontrolltieren ohne Pridkonditionierung und alleiniger
Indexischimie °”°. Diese gesteigerte Phosphorylierung konnte wiederum aufgehoben
werden, sofern die Prédkonditionierung pharmakologisch durch den Adenosin-
Rezeptor-Agonist 8-(p-Sulfophenyl)Theophyllin (SPT) oder mittels SB203580
blockiert wurde. Folgeversuche dieses Modells ermdoglichten keine
Reproduzierbarkeit und demonstrierten die unsaubere Methodik des Versuchs, da
definierte Zeitangaben der Biopsieentnahme fehlten und nicht wirksame

Konzentrationen der SB-Substanz verwendet wurden.

Parallele Studien an isolierten adulten Kaninchenmyozyten zeigten, nachdem die
Zellen mittels des Modells der Mineraldl-Pelletierung priakonditioniert wurden, eine
hohe Resistenz gegen osmotischen Schock. Diese Konditionierung war nicht mehr
zu beobachten, sofern die prdkonditionierten Myozyten mit dem p38-MAPKs
Inhibitor SB203580 behandelt wurden. Gegenteiliges konnte gezeigt werden, wenn
die Myozyten mit dem p38-MAPKs/JNKs-Aktivator Anisomycin behandelt wurden.
Die Wirkung von Anisomycin war ohne eine vorgeschaltete Priakonditionierung, der
Kardioprotektion der Pridkonditionierung gleichzusetzen. Hierbei wurde nicht die
Phosphorylierung der p38-MAPKs selbst untersucht, sondern die ihres
nachgeschalteten Substrates, der MAPKAP-Kinase 2 ?7%°7",

Omura et al. zeigten an einem in vivo-Rattenmodell keine Aktivitédtssteigerung der
p38-MAPKs innerhalb einer 30 miniitigen Ischdmiephase und somit keine
Protektion durch aktivierte p38-MAPKs °”®. Bestéitigung dieser Ergebnisse wurde

von Maulik et al. an Rattenherzen und von Armstrong et al. in Kaninchenmyozyten
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erbracht. Armstrong et al. untersuchten jedoch die duale Phosphorylierung der
p38-MAPKs am Tyrosin 182- und Threonin 180-Rest sowie die eines weiteren
Kinase-Subtrates, des "heat shock protein 27” (HSP 27). Die protektive Wirkung
der Priakonditionierung konnte durch den Inhibitor SB203580 aufgehoben werden,
widhrend durch den Protein-Phosphatase Inhibitor Calyculin A die Protektion der
Priakonditionierung potenziert wurde oder sie sogar in ihrer Wirkung vollstdndig
ersetzen konnte "°°. Maulik et al.®**™*™ zeigten durch einen in-vitro-Phospho-
rylierungsassay eine gesteigerte MAPKAP-K2- und HSP-27-Aktivitdt nach
Prdakonditionierung, die durch SB203580 auf Kontrollwertlevel dezimiert wurde.
Vergleichbare Resultate wurden von Dana et al. an einem in vivo Kaninchen-Modell
mit ”late preconditioning”, d.h. verzogerter Prédkonditionierung gezeigt.
Pharmakologische Pridkonditionierung der Kaninchenherzen erfolgte hier durch
den selektiven Al-Agonisten, 2-Chloro-N(6)-Cyclopentyladenosin (CCPA), wodurch
die InfarktgrofBle signifikant im Vergleich zu Kontrolltieren reduziert wurde. Nach
30 min regionaler Ischdmie/2 Stunden Reperfusion zeigten sich 24 Stunden spéter
signifikant verringerte InfarktgroBen im Vergleich zu den Kontrolltieren. Diese
verzogerte Protektion wurde entweder durch den PKC-Inhibitor
Chelerythrine-Chloride oder den Tyrosinkinase (TK)-Inhibitor Lavendustin A auler
Kraft gesetzt, was zu der Schlussfolgerung fiihrte, dass beide, PKC und TK, eine
bedeutsame Rolle in der Pridkonditionierung nach A1l-Rezeptor-Aktivierung
besitzen. Um die Tyrosinkinase mehr zu spezifizieren wurde die Aktivierung der
p38-MAPKs untersucht. Sie zeigte eine sieben-fache Phosphorylierungssteigerung
nach CCPA Prikonditionierung, die jedoch durch die Inhibitoren der PKC oder TK

wieder aufgehoben wurde ™.

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Nakanos demonstrierten an Langendorff-
perfundierten Kaninchenherzen nach einer globalen Ischédmiephase von 20 min nur
geringe Aktivitdt der p38-MAPKSs, dagegen in zuvor prédkonditionierten Herzen
einen vier-fachen Aktivitdtsanstieg. Eine Aktivitdtsblockade der p38-MAPKs
konnte auch hier durch SB203580 und einen Adenosin 1-Rezeptorantagonisten
beobachtet werden. Die Anwendung von Anisomycin, einem p38-MAPKs- und
JNKs-Aktivator oder die Applikation eines Adenosin 1-Rezeptoragonisten
verursachte eine vergleichbare Aktivitdtssteigerung der p38-MAPKSs nach IP und

976,977

gleichsam signifikante Reduktion der Infarktgrof3en

Durch Wechsel der Tierart von Kaninchen zu Ratten, jedoch Gebrauch des gleichen
Perfusionssystems, zeigten Mocanu et al. ®°? grundsitzlich unterschiedliche
Ergebnisse der SB203580-Wirkung je nach Wahl des Applikationszeitpunktes der
Substanz. Die Intervention von SB in das Ausmal} der entstehenden Infarktgrofie
war nur dann zu beobachten, sofern die Substanz wéihrend der letzten
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Reperfusionsphase des IP und wéahrend der ersten 15 min der globalen Ischidmie
verabreicht wurde. Nur hier bedingte die Substanz eine Blockade des protektiven
Schutzmechanismus von IP. Die Applikation von SB203580 vor und wdhrend IP
verursachte keine Verdnderung der IP-Infarktreduktion. Wurde SB203580 in der
Kontrollgruppe verabreicht, die keinem IP-Protokoll unterzogen wurde und nur
globale Indexischdmie erfuhr, so bedingte SB203580 durch Perfusion vor und
wiahrend der ersten 15 min der letalen Indexischidmie keine Verringerung der
InfarktgroBe. Fraglich an dieser Studie ist jedoch die Problematik des
Aktivitdtsverlaufes der p38-MAPKs. Die Autoren demonstrierten ndmlich (1) die
Abnahme der Kinasenaktivitidt nach IP, (2) eine erhohte Aktivitdt nach Ende der
Indexischdmie plus vorgeschalteter IP und (3) das gleiche Aktivitdtsmaximum der
p38-MAPKs zum Zeitpunkt der 10 min Indexischdmie, unabhédngig eines
vorgeschalteten IP-Protokolls. Somit kann die Schlussfolgerung der Autoren, dass
die p38-MAPKs an der IP-Vermittlung beteiligt sind nicht aufrecht erhalten
werden.

Auch Untersuchungen von Nagarkatti und Sha'afi et al. zeigten an der
Rattenmyoblast-Zelllinie H9C2, dass der schiitzende Effekt der ischdmischen
Prékonditionierung in Anwesenheit von SB203580 aufgehoben wurde. In
Anwesenheit des MEK-Inhibitors PD98059 war dagegen keine Einschriankung der
Protektion zu erkennen °**. Paradoxerweise wurde auch hier demonstriert, dass
SB203580 nur dann Wirkung zeigte, sofern es wihrend der letalen Indexischdmie
verabreicht wurde.Vergleichbar zu unseren Resultaten beschrieb die Arbeitsgruppe,
dass aufeinanderfolgende Ischdmiezyklen der Pridkonditionierung bereits
Deaktivierung der p38-MAPKSs bewirkten. Der p38-MAPKs-Inhibitor konnte daher
wiadhrend der letalen Ischdmiephase nicht mehr angreifen, da keine
Enzym-Aktivitdt zur Blockade vorhanden war.

Zusammenfassend demonstrierten diese Arbeiten, dass eine Priakonditionierung die
p38-MAPK-Aktivitdt erhoht, sodass wéhrend der folgenden langandauernden,
“letalen” Ischdmie die noch andauernde Aktivitdt der p38-MAPKinase Infarkt-
Reduktion bewirkt.

Gegenséitzliche Ergebnisse zeigten ein gesteigertes Aktivitdtsmuster der
p38-MAPKs nach Ischdmie und Reperfusion, verbunden mit einer Steigerung des
Zelluntergangs, d.h. vergroflerten Infarkten und einer verschlechterten kardialen
Erholung. Beispielhaft zeigten Mackay und Mochley-Rosen #**®" durch ein
Ischdmiemodell an neonatalen Rattenkardiomyozyten zwei Phasen der
p38-MAPKs-Aktivierung. Die erste Phase begann mit 10 min Ischdmie und dauerte
weniger als eine Stunde an. Die zweite Phase des Aktivitdtsanstieges begann nach
zwei Stunden und hielt iiber die gesamte Ischdmie an. Der spezifische p38-MAPKs-
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Inhibitor SB203580 bewirkte eine konzentrationsabhéngige Protektion der
Kardiomyozyten gegeniiber langanhaltender Ischémie. Die Protektion konnte
jedoch nur beobachtet werden, sofern die SB203580-Gabe wihrend der zweiten
anhaltenden Aktivitdtsphase der p38-MAPKs erfolgte. Aullerdem konnte gezeigt
werden, dass SB203580 die Aktivitdt der Caspase-3, einem Schliisselenzym der
Apoptose, reduzierte. Dies ldsst den Riickschluss zu, dass die gesteigerte
p38-MAPK-Aktivitdt wiahrend der Ischdmie den apoptotischen Zelluntergang von
Kardiomyozyten mitbedingt und p38-MAPK-Inhibitoren daher als potentielle
Therapeutika gegen ischdmische Herzkrankheiten diskutiert werden sollten **.
Weitere Untersuchungen dieser Gruppe am gleichen Modell zeigten nach der Gabe
des Tyrosin-Phosphatase-Inhibitors Vanadate eine ldnger anhaltende Aktivierung
der p38-MAPKs wihrend der Ischdmie, indem ihr Abbau blockiert wurde. Dies
resultierte in einer erhohten Empfinglichkeit der Zelle gegeniiber dem Ischidmie-
induzierten Zelluntergang, was wiederum durch SB203580-Gabe aufgehoben

wurde.

Vergleichbare Ergebnisse zeigten Saurin et al. ebenfalls an ventrikuldren
neonatalen Kardiomyozyten. Sie bestimmten die Determinanten CK (Creatin-
Kinase-Freisetzung) und LDH (Laktatdehydrogenase-Freisetzung) von neonatalen
Rattenkardiomyozyten nach Ischdmie. Beide Werte wurden durch SB203580-Gabe
im Vergleich zu Kontrollzellen reduziert. Um eine Isoform-selektive Wirkung der
p38-MAPKs zu bestimmen, wurden die Zellen mit Wildtyp p38a oder p38p
adenoviral transfiziert ***. Es wurden signifikant unterschiedliche Aktivititslevel
der beiden Isoformen festgestellt, p38a zeigte Aktivitdtsanstieg nach Ischidmie,
p38p deaktivierte. Weiterhin zeigten Zellen, die die Expression einer dominant
negativen p38a besallen, keinen Aktivitdtsanstieg durch Ischdmie und keine
signifikanten Unterschiede in CK- und LDH-Freisetzung gegeniiber Kontrollzellen.
Dies bedeutete, dass die erhohte p38-MAPK-Aktivitdt nach Ischdmie und der
resultierende vermehrte Zelluntergang, nur durch die Aktivierung der Isoform o
bedingt wurde. Da diese beiden p38-MAPK-Isoformen die einzigen sind, die im
Myokard exprimiert werdenn und beide, im Gegensatz zu den Isoformen yund &
sensitiv gegeniiber SB203580 sind, bewirkt nach Ansicht der Autoren
ausschliefllich p38a den Zelltod der Kardiomyozyten, p38p dagegen Wachstum und
Uberleben "3 Dijese funktionellen Unterschiede der Isoformen, ist somit neben
den tierartlichen und methodischen Differenzen der experimentellen Modelle eine
weitere Erklarungsmoglichkeit der gegensétzlichen Resultate. In der Mehrzahl der
Untersuchungen erfolgte ndmlich eine totale Aktivitdtsbestimmung der
p38-MAPKSs, d.h. die Aktivitidten der Isoformen wurden summiert ***. Auch wir
konnen es nicht ausschlieen, dass mehrere Isoformen der p38-MAPKSs an der
dokumentierten Aktivitdtsbestimmung beteiligt sind, doch versuchten wir das
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Verfahren durch eine vorgeschaltete Immunoprézipitation der Proben mit einem
C-20 p38-MAPKs-Antikorper (keine Kreuzreaktion mit der p-Isoform) zu
spezifizieren. Geht man von den Ergebnissen Conrads et al. aus, so zeigen in
PC12-Zellen nur die Isoformen o und y Aktivitidtssteigerung durch Hypoxie **°. Des
weiteren wurde gezeigt, dass die Isoformen y und 6 keine Sensitivitédt gegeniiber der
SB203580-Substanz aufzeigen und im Herzen ausschliefllich die Isoformen o und f
exprimiert werden %%, Insofern wiirden sich die diskutierten Resultate der Arbeit
auf die a Isoform der p38-MAPK reduzieren und spezifizieren.

Weitere Untersuchungen, die bestétigten, dass die gesteigerte p38-MAPK-Aktivitét
mit einer Schéadigung des Myokards verbunden ist, konnten an einem in vitro-
Modell von Ma et al. gezeigt werden. Die Studie wurde an perfundierten
Kaninchenherzen durchgefiihrt, einem Modell, das dem von Downey et al.
entsprach °”?. Ischdmie alleine bewirkte nur einen moderaten und transienten
Aktivitdtsanstieg der p38-MAPKs. Folgte der Ischdmie eine Reperfusion, so
potenzierte sich die Aktivitdt der p38-MAPKs. Der maximale Aktivitdtslevel
(6,3-fach) wurde zur 10. min der Reperfusion erreicht. Wurde SB203580 vor und
wédhrend der Ischdmie verabreicht, so konnten eine Verminderung der
myokardialen Apoptose sowie eine Verbesserung im Wiedererlangen der kardialen
Funktionen beobachtet werden. Ebenfalls konnten Ma et al. eine Abhéingigkeit des
Zeitintervalles der SB203580-Applikation beobachten. Eine komplette Inhibition
der p38-MAPK-Aktivitdt konnte nur dann gezeigt werden, wenn der Inhibitor vor
der Ischdmie und wihrend der Reperfusion gegeben wurde, dagegen zeigte die
alleinige Administration des Inhibitors zum maximalen Aktivitédtslevel der Kinase,
d.h. zur 10. min der Reperfusion, keine Wirsamkeit. Grundsitzlich stimmt dieses
Studienergebnis mit dem vorliegenden Ergebnis der diskutierten Arbeit iiberein,
jedoch konnten wir kein Aktivitdtsmaximum zum Zeitpunkt der Reperfusion
feststellen.

Einen vergleichbaren Aktivitdtsverlauf der p38-MAPKs wéihrend der
Ischdmiephase zeigten Untersuchungen von Marais et al. an perfundierten

isolierten Rattenherzen °7°.

Sie zeigten {iibereinstimmend mit den hier
beschriebenen Ergebnissen ein Maximum der Kinasenaktivitdt widhrend der ersten
Ischdmiephase des IP und einen progressiven Abfall in den folgenden Ischdmie-
und Reperfusionsphasen. Wihrend der globalen Ischdmie war sowohl in den
prikonditionierten als auch in den Kontrollherzen das Aktivititsmaximum zur
15. min festzustellen. SB203580 zeigte keinen Effekt auf IP, jedoch signifikante
Verbesserung der im zweiten Studienabschnitt untersuchten Zellvitalitiat nach

Hypoxie.
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Versuche von Rakhit et al. an isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten
demonstrierten iibereinstimmend mit unseren Resultaten ein gesteigertes
Aktivitdtspotenzial der p38-MAPKSs nach Ischdmie. Dieser Aktivitdtsanstieg der
p38-MAPKs war im Vergleich zu SB203580-behandelten Zellen mit einer
signifikant vermehrten Zellnekroserate verbunden. Der Aktivitdtspeak konnte
durch die Gabe eines NO-Donors um das Zeitintervall von einer Stunde
aufgeschoben, d.h. verzogert werden. Diese Verzogerung ist ein Erkldrungsweg der
NO-bedingten Kardioprotektion. Untersuchungen an diesem Modell, die sich
mittels viraler Transfektionen auf die a- und p-Isoformen-spezifische p38-MAPKs-
Reaktion beschriankten, resultierten in einem vermehrten Zelluntergang, der nur
durch die a-p38MAPK-bedingt wurde '°*'%,

Studien von Maulik et al. demonstrierten an perfundierten Rattenherzen einen
Zusammenhang zwischen der Folge ischdmischen Stresses und der Aktivierung
bzw. Translokation des nukledren Faktors «B. Dieser Aktivitdts- und
Translokationsvorgang konnte durch die Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors
Genistein sowie durch SB203580-Applikation blockiert werden ***9™%7%9%8 Dje Rolle
des nukledren Faktors kB in Assoziation der p38-MAPKs-Aktivierung wurde
ebenfalls durch Studien von Meldrums et al. ndher erldautert. Sie zeigten eine
gesteigerte Produktion des Tumornekrosefaktors a nach Hydrogenperoxid-
Perfusion der Rattenherzen. Gleichzeitig konnte eine signifikante Steigerung der
myokardialen p38-MAPKs-Aktivitdt festgestellt werden, was zu einer
postischdmischen Dysfunktion der Herzen fiihrte. Perfundierte man die Herzen
zusdtzlich mit einem p38-MAPKs-Inhibitor oder mit einem neutralisierenden
TNF-bindenden Proteins, so konnten erhohte ischdmische Toleranzwerte des

Herzens erzeugt werden %%,

Die Wirkung der p38-MAPKs im Zusammenhang des myokardialen apoptotischen
Zelluntergangs wurde von der Arbeitsgruppe um lwakura et al. untersucht. Sie
zeigten an ventrikuldren Rattenkardiomyozyten die Stimulation der p38-MAPKSs
durch die Behandlung der Zellen mit Perikardfliissigkeit ischédmisch
herzerkrankter Patienten. SB203580 blockierte diesen Aktivierungsvorgang der
Kinase und reduzierte die Zahl der Apoptose-positiven Zellen signifikant **?. Die
Untersuchung anderer Zellsysteme im Zusammenhang des p38-MAPKs-
Aktivitédtsverlaufs und Apoptose erfolgte vor allem durch Kawasaki et al. und
Kummer et al.. Kawasaki und Kollegen konzentrierten sich auf die durch den
Neurotransmitter Glutamat induzierte Apoptose zerebraler Granulazellen ®*. Auch
hier bewirkte der Einsatz von SB203580 einen deutlichen Riickgang der
Apoptoserate der Zellen. Die durch den nerve-growth-factor (NGF) verursachte
Apoptosesteigerung von PC12-Zellen konnte ebenfalls in Verbindung mit einer
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p38-MAPKs-Aktivitdtssteigerung gebracht werden und wiederum durch
Pyridinylimidazolbehandlung vermindert werden .

Die Untersuchung der p38-MAPKs erfolgte ebenfalls an humanen Proben des
Herzens. Biopsieproben des rechten Atriums wurden an CABG ("coronary artery
bypass grafting") behandelten Patienten entnommen. Talmor und seine Kollegen
entnahmen die Proben wihrend unterschiedlich lang andauernder Ischdmie- und
Reperfusionsphasen und studierten im Anschluss die Expression und den
Aktivitdatszustand aller drei MAPKs. Die Expression aller MAPKs édnderte sich
wéihrend des gesamten Verlaufs der Operation in keinem nachweisbaren Mafle. Ein
Aktivitdatsanstieg der c-Jun-NH,-Kinasen konnte nur wiahrend Reperfusionsphasen
festgestellt werden, Ischdmie dagegen erbrachte keine Verdnderung der
Kinasenaktivitdt. Eine Verldngerung der Ischdmie bewirkte hierbei ebenso keine
Reaktion **%%,

6. Die Wirkung von Taxol

Taxol (Paclitaxel), das Gift der Taxusbaumrinde, wird neben anderen
Verbindungen des Colchicin-Typs, den Vinca-Alkaloiden (Vinblastin, Vincristine,
etc.) und den Anthracyclinen (Daunomycin, Doxorubicin, etc.) hauptsédchlich in der
Behandlung von Ovarial-, Zervikal- und metastasierenden Lungenkarzinomen
eingesetzt %97 Seine antiproliferative Wirksamkeit entsteht durch Inhibition
der G2/M-Phase der mitotischen Zellteilung, indem der bipolare
Mitosespindelapparat in seiner Formation aus Mikrotubuli und assoziierten
Proteinen (z.B. Myosin) gehemmt wird. Im Speziellen wird durch Taxol der Schritt
der Mikrotubulidepolymerisation im Zytoplasma geblockt. Taxol bindet hierbei
stark an Mikrotubuli und stabilisiert sie in ihrer polymerisierten Form. Setzt man
es Zellen zu, wird ein groBler Teil des freien heterodimeren Tubulins in die
Mikrotubuli eingebaut, d.h. Polymerisation findet statt. Diese Stabilisierung der
Mikrotubulipolymere durch Taxol bedingt eine Stagnation der mitotischen Teilung
der Zelle wiahrend der Metaphase. Eine folgende Depolymerisation ist notwendig,
um das dynamische Gleichgewicht aus polymerisierten und depolymerisierten
Mikrotubuli herzustellen. Das Verhalten der dynamischen Instabilitdt der
Mikrotubuli ist fiir ihre Ausrichtung, d.h. eine Liangenverdnderungen in der Zelle
von grofler Bedeutung. Durch Taxol wird somit verhindert, dass die Spindel die
zuvor replizierten Chromosomen und die anschliefend entstandenen
Tochterchromosomen zu den entgegengesetzten Spindelpolen zieht. Die
voriibergehende Verhinderung der Bildung der Mitosespindel bedingt bevorzugt
einen Untergang von Zellen, die sich abnorm teilen *®. Aufgrund dessen verwendet
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man den Mitosehemmer Taxol vor allem in der Krebstherapie. Der Zelltod, der
durch Taxol bedingt wird, ist zumeist ein apoptotischer Zelluntergang *°.

Die Signalvermittlung der Taxolwirsamkeit wird in der Literatur sehr
widerspriichlich diskutiert. Wéahrend die Mehrheit der Arbeiten sowohl in
Krebszelllinien als auch in unverédnderten Lymphoblasten und Makrophagen eine
Aktivierung der SAPK/JNKs, der p38-MAPKs und eine Deaktivierung der ERKs
nach Taxolgabe feststellten, demonstrierten wiederum andere Gruppen eine
Deaktivierung aller Stress-aktivierten MAPKSs, eine Unwirksamkeit auf den ERKs-

1000

Signalweg ' sowie eine Deaktivierung der "upstream" Proteinkinase Raf-1 "',

Die aktivierenden Eigenschaften des Taxols auf die SAPK/JNKs Signalkaskade
zeigen sich vor allem in einer gesteigerten Phosphorylierung der
Transkriptionsfaktoren des AP-1 (c-Jun und c-Fos), des nukledren Faktors NF-

kB %719 und des zytosolischen Mikrotubuli-assoziierten Proteins-2 (MAP-2) "®. Das

Resultat der Aktivierung war zumeist eine vermehrte Apoptoserate der Zellen '

1008 Untersuchte man in diesem Zusammenhang Bcl-2, eines der stirksten
antiapoptotisch wirkenden Proteine, zeigte sich nach Taxolverabreichung ebenfalls
eine gesteigerte Phosphorylierung des Proteins, d.h. eine Inaktivierung von Bcl-2,
sodass seine antiapoptotische Wirksamkeit (Verhinderung der Lipidperoxidation)

aufgehoben wurde %1008:1009,

Konzentrationsbestimmungen der Zytokine Interleukin-1 und TNF-a zeigten
ebenfalls nach Taxolgabe erhohte Werte. Sie zdhlen neben einer Vielzahl von
Stressstimuli zu den Hauptimpulsen einer aktivierten SAPK/JNKs-Signalkaskade,
jedoch stellte Taxol nicht den Ausléser der Zytokinbildung dar, es bewirkte lediglich

eine Steigerung der bereits stattfindenden Produktion '°*°.

Des weiteren war auch eine Aktivitdtssteigerung der PKC-Isoformen a und y nach
Taxolaussetzung zu beobachten """ sowie eine Aufhebung der Taxol-bedingten
Apoptose durch die PKC-Inhibitoren, Bisindolylmaleimide (GF109203X),
Calphostin C, Staurosporin und Polymyxin B '*'*'°'3, Eine weitere Aufhebung der
Taxol-bedingten Apoptoserate konnte in humanen Lungenkarzinomzellen durch
den Serin-Protease-Inhibitor N-Tosyl-L-Phenylalanine-Chloromethyl-Keton gezeigt

1014

werden und andererseits durch den Tyrosin-Kinase-Inhibitor-Lavendustin

wieder gesteigert werden.

In unserem in vivo-Tiermodell wurde die Wirkung von Taxol beziiglich folgender
Fragestellung untersucht: Ist der aktivierende Stimulus des ischdmischen
Prdkonditionierungsprotokolls auf die SAPK/JNKs-Kaskade durch die
Taxolverabreichung beeinflussbar?
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Zum einen ist die Existenz der groflen Vielzahl von Signalkaskaden der MAPKs, die
an verschiedensten Punkten Kreuzungsstellen aufweisen, eine Erkldrungs-
moglichkeit fiir die differentiellen Ergebnisse der durch Taxol bedingten
Phosphorylierungszustidnde der SAPK/JNKs. Zum anderen sind die Verwendung
unterschiedlicher in vitro-Zellsysteme sowie die Verabreichung verschiedener

6

Taxolkonzentrationen *?° ein weiterer Grund der pro- und kontraaktivierenden

Wirkungsweise von Taxol ",

Ubereinstimmend war in den proaktivierenden Untersuchungen der SAPK/JNKs-
Kaskade, dass Taxol den alleinigen Aktivitdtsstimulus der SAPK/JNKs darstellte,

ein zweiter simultaner Reiz fehlte.

Untersuchungen, in denen die Zellen einem zweiten additiven Reiz zu Taxol
ausgesetzt wurden, zeigten eine Potenzierung der Apoptoserate, zugleich aber eine
Verminderung der Phosphorylierungsintensitdt der SAPK/JNKs und der Mikro-
tubuli-assoziierten Proteine (MAPs). Beispiele dieser synergistischen Stimuli waren
die Gabe des bakteriellen Endotoxins LPS 71197 dije Gabe der Taxol-
synergistischen Indolocarbazolen (KT5926, KT5720, K252b, U-98017) oder der

1018,1019  T)jage Versuche

dreiwertigen Kalzium-Pyrophosphat-Dihydrat-Kristallen
stellen somit eine vergleichbare Ausgangssitutation zu unserem Versuchsmodell
dar, da wir ebenfalls einen zweiten Reiz, die Ischdmie und Reperfusion, kombiniert

zu Taxol verwendeten.

Weitere Versuche von Duesbery und Kollegen demonstrierten an Oozyten eine
durch Inositol-Triphosphat (InsP3)-bedingte Ca**-Freisetzung. Es zeigte sich eine
Steigerung der Ca**-Freisetzung durch den Zusatz von 2 uM InsP3. Weiterfithrende
Untersuchungen zeigten, dass die Ca**-Freisetzung durch eine InsP3 vermittelte
Phosphorylierung der p42-MAPK bedingt war. Diese Tyrosinphosphorylierung der
p42 MAPK konnte durch Taxol verhindert werden, sodass auch die
InsP3-gesteigerte Ca**-Freisetzung gehemmt wurde. Durch diese Darstellung der
Phosphorylierungshemmung der p42 MAPKSs war erstmals der Nachweis erbracht,
dass eine Phosphorylierungsinhibition der MAPKs durch Taxol bedingt werden

kann %%

Versuchsresultate von Jackson et al. an humanen Neutrophilen demonstrierten die
Aktivierung von SAPK/JNKs durch dreiwertige Kalzium-Pyrophosphat-Dihydrat-
Kristalle (CPPA). Sowohl die ungebundene, als auch die plasmagebundene Form
von CPPA fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der SAPK/JNKs Aktivitdt in
Neutrophilen. Das Aktivitdtsmaximum wurde nach einer Minute CPPA-Inkubation
festgestellt. Eine Prainkubation der Zellen mit 28 uM Taxol verhinderte vollstéandig
den Aktivitdtsanstieg der SAPK/JNKs durch CPPA %,
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Die Arbeitsgruppe um Cruz et al. untersuchte die Taxolwirkung an proliferierenden
bovinen Synoviozyten, Zellen, die hauptséchlich fiir die Chondropannusbildung der
progressiven rheumatoiden Arthritis verantwortlich sind. Die Expression der
Kollagenase 1 (Matrix-Metalloproteinase-1) und des Stromelysin 1 (Matrix-
Metalloproteinase-3) sind ebenfalls fiir arthrotische Gelenkszubildungen
notwendig. Diese Enzyme wiederum benétigen eine Aktivierung durch den
Transkriptionsfaktorkomplex AP-1, der ein spezifisches Substrat der SAPK/JNKs
darstellt. Die Autoren zeigten, dass Taxol die Proliferation der Synovialzellen
géinzlich stoppte. Die zytotoxischen Auswirkungen des Taxols verursachten eine
erhohte Apoptoserate der Synoviozyten und somit eine Verminderung der
arthrotischen Verdnderungen. Dies begriindete sich in einer Aktivitdtsblockade des

AP-1 und einer folgenden Syntheseinhibition der Metalloproteinasen '°2*'%%,

Eine Studie von Lee et al. zeigte an Mduselymphozyten der Milz selektive Inhibition
der LPS-induzierten B-Zellproliferation mittels Taxol. Sie untersuchten im
Speziellen die Taxol-bedingte Immunsuppression anhand von
Aktivitdtsbestimmungen der Raf-1/ERK- und JNKs/p38-MAPK-Signalwege. Hierbei
beobachteten sie eine verminderte Aktivitdt der Raf-1-Kinase nach Taxol-
Applikation, jedoch keinen Effekt des Taxols auf den ERKs-
Phosphorylierungsstatus, was vermuten ldsst, dass die Taxol vermittelte
Immunmodulation keine Raf-1-induzierte ERKs-Phosphorylierung aufweist. Des
weiteren konnte durch Taxol eine Herunterregulation der SAPK/JNKs-Aktivitit
aufgezeigt werden, die zuvor durch eine LPS-Bolusbehandlung der
Milzlymphozyten angeregt werden konnte. Diese Ergebnisse demonstrierten somit
erstmals einen Zusammenhang zwischen der Taxol-bedingten Immunsuppression

1024

und der Deaktivierung der Stress-aktivierten MAPKs-Signalvermittlung

Chadebech et al. und Nishio K. et al. untersuchten die Hochregulierung der
Cyclin B/p34cdc2-Kinase an NHIH-Ovarial-3- bzw. humanen Lungenkrebs-(PC-14)
Zellen nach Taxolbehandlung. Die Mikrotubulizerstérung durch Taxol bedingte
eine Inhibition der Proteosom-abhédngigen Degradation des Cyclins B, was in einer
anhaltenden Stabilisierung der dephosphorylierten Cyclin B/p34cdc2-Kinase
resultierte. Sie zeigten des weiteren, dass die Deaktivierung dieser Kinase
notwendig ist, damit Taxol eine gesteigerte Apoptoserate auslosen konnte.
Gleichzeitig beobachtete man eine Verminderung der MAP Kinase, ein Substrat der
Cyclin B/cdc2p34-Kinase. Die zusézliche Gabe des Translationsgiftes Cycloheximid
inhibierte wiederum die gesteigerte Aktivitiat der Cyclin B/cdc2p34-Kinase durch

TaXOl 1025,1026

Der Zusammenhang zwischen einer vermehrten Apoptoserate, bedingt durch Taxol,
und der Aufhebung dieser Taxolwirkung durch den PKC-Aktivator
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12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) wurde von Pae und seinen Kollegen
an humanen HL-60 Leukdmie Zellen untersucht. Der antiapoptotische Effekt von
TPA in Taxol-behandelten Zellen konnte in eine vermehrte Apoptoserate tiberfithrt
werden, wenn man zusitzlich den PKC-Inhibitor Staurosporin verwendete '°.
Diese Ergebnisse deuteten somit auf eine spezifische PKC-Vermittlung der
Taxolwirksamkeit. Jedoch betrachteten Pae et al. des weiteren auch den distalen
Signalweg, vor allem den der ERKs-Kaskade. Nach TPA-Behandlung zeigte sich
neben der PKC Aktivierung auch eine Aktivierung der MEK-1/2, einer
vorgeschalteten Kinase der ERKs. Ein spezifischer Inhibitor der MEKs, PD98059
verhinderte die antiapoptotische TPA-Wirkung in den Taxol-behandelten Zellen.
Somit konnte der Riickschluss gezogen werden, dass MEK ein Mediator des
antiapoptotischen PKC-Signalweges darstellt und die Protektion gegen die Taxol-
bedingte Apoptoseinduktion nicht durch PKC-, sondern nur durch die gemeinsame
PKC-ERK-Signalkaskade stattfindet.

Herdeg et al. beobachteten im Rahmen von Patientenstudien nach
Stentimplantation eine verminderte Restenosebildung durch Taxol. Die Substanz
bewirkte eine allgemeine Reduktion der Zellproliferation, Migration und
Signaltransduktion des GefdBendothels. Herdeg et al. betrachteten die
Mikrotubulidepolymerisation als einen hochkomplizierten biologischen Prozess, der
von der Aktivierung einer Vielzahl von Proteinkinasen abhéidngig ist. Sie
behaupteten daher, dass die Inhibition der Depolymerisation durch Taxol somit
auch mit einer Inhibition der Aktivitdtszustdnde von verschiedensten
Proteinkinasen gekoppelt ist ',

Auffdllig war in klinischen Studien der Phase I, dass Taxol-behandelte
Krebspatienten eine hohe Inzidenz an Herz-Kreislauf-Beschwerden
aufwiesen '**1%?°. Noch wihrend der infusiellen Gabe von Taxol, (die im Abstand
eines Zeitraumes von 21 Tagen fiir die Dauer von 9-12 Stunden je nach
Wirksamkeit 3-5 x verabreicht wurde) konnten erste Symptome, wie infrequente
Herzrhythmusstérungen, Sinusbradykardien, Thoraxschmerz, Atembeklemmung
und Tachypnoe festgestellt werden '®°. Bei einem Drittel der mit Taxol medizierten
Patienten manifestierten sich die anfidnglichen Beschwerden und es wurden
massive EKG-Verdnderungen, wie Erhohung des ST-Segmentes und eine
Verbreiterung des QRS-Komplexes beobachtet. Wiederum bei fiinf Prozent dieser
Patienten konnten die Krankheitsbilder einer Myokarditis, Kardiomyopathie,
myokardialen Infarzierung, eines intraventrikuldren Linksschenkelblocks oder
einer persistierenden Thrombozytopenie diagnostiziert werden °%°.
Pradisponierende Faktoren im Zustandekommen dieser massiven Nebenwirkungen

der Taxolbehandlung waren Hypokalidmie, Hypomagnesdmie, kardiale
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Risikopatienten und ein hohes Alter *®*'®!, Der Tod trat bei ca. einem Prozent der
Patienten durch akutes Herz-Kreislaufversagen ein. Aufgrund dieser
schwerwiegenden Nebenwirkungen wurde die Krebsbehandlung mit Taxol bei
Patienten mit bestehenden Beschwerden des Herz-Kreislaufsystems untersagt.

7. Die Rolle der SAPK/JNKs wihrend Ischimie/Reperfusion
und Prikonditionierung

Die JNKs gehoren ebenfalls wie die p38-MAPKs zu den Stress-aktivierten

Proteinkinasen °°°

. Diese Kinasefamilie wird durch ein breites Spektrum
unterschiedlicher Stressfaktoren in ihrer Signaltransduktion angeschaltet. Der
Ischdmie- und Reperfusionsstress gehort neben den Auswirkungen des osmotischen
Schocks, der UV-Strahlen, mechanischer Zug- und Druckbelastungen sowie
Temperaturschwankungen zu diesen Stressfaktoren. Der akut verdnderte
Aktivitatsstatus der SAPKs, bedingt durch diese Faktoren, war Anlass einer groflen
Anzahl von Studien, die sich mit diesen Kinasen in verschiedensten Organsystemen
beschéftigten. Am Herzen befasste man sich vor allem mit dem pathologischen
Zustand der Ischdmie sowie ihrer Folgeerscheinung der Nekrose und

692,714,818,1032-1036 ~ Wejtere Ansatzpunkte waren die Erkenntnisse der

Apoptose
verdnderten SAPK/JNKs-Aktivitdtszustdnde im Zusammenhang der kardialen
Hypertrophie und kardialer Kontraktilitédtsstorungen . Studien iiber subzellulire
Verdanderungen wéhrend der Hypertrophie von Herzmuskelzellen sind wichtig fiir
das Verstidndnis des Wachstums des Herzens, sowohl in der normalen Entwicklung,
als auch in Zustidnden adaptiver, kompensatorischer Reaktionen. Im Verlauf dieser
Anpassungsreaktionen unterliegt der kontraktile Apparat der Kardiomyozyten
in vivo und invitro strukturellen Verdnderungen aufgrund der Bildung
zusdtzlicher Sarkomere und teilweisem Abbau und Reorganisation der Myofibrillen.
Beide Vorgidnge sind maligeblich durch die Signalvermittlung der SAPK/JNKs

bedingt %,

Im Gegensatz zu den p38-MAPKs, die auch zur Familie der Stress-aktivierten

1 373,681

Proteinkinasen gehoren, werden die JNKs nur modera oder gar

t 949.995,976,981,9941039-1041 w5 hrend einer ischidmischen Phase des Mpyokards

nich
aktiviert. Vielmehr ist ein deutlicher Aktivitdtsanstieg dieser Kinasen nach einer
Reperfusionsphase zu verzeichnen, die einem kurzen ischdmischen Stimulus folgt.
Eine Aktivierung der SAPK/JNKSs durch Ischdmie und Reperfusion zeigten Knight
et al. an Langendorff-perfundierten Rattenherzen nach globaler Ischdmie und
folgender 60 miniitiger Reperfusion. Sie demonstrierten, dass auch in diesem

Modell nur durch Reperfusion eine Aktivierung der Kinasen hervorzurufen war. Sie
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beobachteten, dass die Dauer der zuvor durchgefithrten Ischdmiephase die
stattfindende Aktividtssteigerung wiahrend der Reperfusion beeinflusste. Verkiirzte
man die Ischdmie auf 2-10 min, so erlangten die SAPK/JNKs keine Aktivierung
wéhrend der Reperfusion. Verldngerte man die Ischdmiephase auf 15 min, so war
ein Aktivitdtsanstieg der Kinasen wéahrend der folgenden Reperfusion zu
verzeichnen °*®. Auch andere Autoren demonstrierten die Aktivierung der
SAPKs/JNKs durch Ischdmie und Reperfusion '°*?. Zum einen war eine proximale

947.948,1043 1 um weiterleitend

Aktivierung der Raf-1-Kinase durch Ischdmie notwendig
Aktivitdt der Kaskadenendkinase zu erreichen. Zum anderen wurden die
Aktivitdtsvednderungen der vorgeschalteten Kinasen MEKK-1 und SEK-1
untersucht und verschiedene Stimuli, wie PMA und Sorbitol ermdoglichten die

Abgrenzung zu den anderen MAP-Kinasen '#707%%°,

Untersuchungen von Omura et al. legten dar, dass die SAPK/JNKs in einem in
vivo-Rattenmodell bereits wiahrend der 30-60 miniitigen Okklusionsphase der
Koronararterie einen Aktivitdtsanstieg aufzeigten und nach 30 min Reperfusion
noch eine zusétzliche Steigerung zu beobachten war °%,

Es existieren nur wenige Anhaltspunkte iiber die funktionelle Rolle der JNKs im
Phédnomen der ischdmischen Prédkonditionierung. Durch den Mangel potenter und
spezifischer Inhibitoren des JNKs-Kaskadenweges konnte bisher der eindeutige
Beweis nicht erbracht werden, da die Aufhebung des protektiven Potenzials der
Konditionierung durch einen JNKs-Inhibitor nicht durchzufithren war. Eine
Vielzahl von Substanzen wurde in experimentellen Studien auf ihre JNKs-
inhibierende Fihigkeit untersucht. Die Verwendung von Curcumin **' und einem
neu entdeckten D-JKNKI-1-Peptid, zeigten ebenfalls Kreuzreaktivitit zur ERKs-
Kaskade ', Studien des MPI demonstrierten an einer transgenen Méiuselinie
der kardialen Uberexprimierung des Zytokins MCP-1 (Monocyte-Chemoattractant-
Protein-1), die Abhéngigkeit des Konstrukts mit einer gesteigerten JNKs-Aktivitat

1049 Die Tiere

und folgender Reduktion der InfarktgroBe nach Indexischdmie
entwickelten eine chronische Myokarditits mit nachfolgender dekompensierter
Herzinsuffizienz, vergleichbar zu Humanpatienten mit dem Krankheitsbild der
Myokarditis. Diese Erkenntnisse wurden durch die Arbeit von Ping et al.
unterstiitzt. Die Gruppe zeigte an Kaninchen einen PKC-g-abhingigen-
Stimulationsweg der JNKs im Verlauf eines IP-Zyklus. Sie differenzierten jedoch
zwischen der JNK-1 und 2. Die Aktivierung der p46 JNK-2 erfolgte durch Ischdmie,
die der p54 JNK-1 nur durch die folgende Reperfusionsperiode. Auch die Isolierung
der Kinasen differenzierte sich in zwei Zellkompartimente. Die JNK-1 konnte nur

im Zytosol bestimmt werden, die JNK-2 dagegen nur in der nukledren Fraktion.
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Der PKC-Inhibitor Chelerythrine erzielte eine komplette Aufhebung aller IP-
bedingter Aktivitidtsverinderungen der Kinasen %,

In unserem dargestellten in vivo-Schweineversuchsmodell bewirkte eine alleinige
Ischdmie noch keine Aktivitidtssteigerung der myokardialen SAPK/JNKs. Jedoch
induzierte die folgende Reperfusionsperiode ein Aktivitdtsmaximum der
SAPKs 829621050 " Aych konnte durch die Inhibition der Serin-Threonin-Phosphatase
(PP-2a) mittels Okada-Sdure eine indirekte Aktivierung der SAPK/JNKs erzielt
werden und ihre Aktivitdt zum Zeitpunkt der Reperfusion potenziert werden. Ein
Effekt der Okada-Sdure auf die anderen Mitglieder der MAPKs (p38-MAPKs und
ERKSs) konnte nicht beobachtet werden, jedoch wurde die Infarktgrof3e signifikant
um 30% verringert. Die essentielle Rolle der SAPKs in der Dezimierung der
InfarktgroBe und im Zustandekommen des myokardialen Schutzes der
ischdmischen Prikonditionierung wurde des weiteren durch die Applikation des
Proteinsyntheseinhibitors Anisomycin und mittels des Mitosegiftes Taxol gepriift.
Anisomycin, ein dhnlich starker Proteinsynthesehemmer und JNKs-Aktivator wie
Cycloheximid, verursachte eine signifikante InfarktgréBenabnahme, Taxol dagegen
steigerte die InfarktgroBe deutlich. Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen
waren die Daten von Cano et al., sie zeigten Aktivierung aller drei MAPKs durch
den Wachstumsfaktor EGF, doch spezifische Stimulation der JNKs durch
Anisomycin. Der Einsatz des Zytostatikums Rapamycin bewirkte Deaktivierung der
durch Anisomycin aktivierten zytosolischen p70 Kinase, jedoch keinerlei Einfluss
auf die JNKs 911952,

Andere Phosphataseinhibitoren, wie Calyculin A, Fostriecin und FK506 zeigten
ebenfalls protektive Wirksamkeit an isolierten Kaninchenkardiomyozyten, indem
die Infarktreduktion dem eines ischdmischen Prédkonditionierungsprotokolls

gleichzusetzen war 2438510531054

8. Die Wirkung von Actinomycin-D

Actinomycin-D (Dactinomycin) ist ein Stoffwechselprodukt verschiedener
Streptomyces-Bakterienstdimme (Streptomyces chrysomallus, Streptomyces
antibioticus) '®°. Seine antibiotische und zytotoxische Wirkung begriindet sich in
der Einlagerung der Substanz zwischen zwei Guanin-Cytosin-
Nukleotidbasenpaaren der DNA-Doppelhelix ', Die im Kern befindliche
doppelstriangige DNA enthélt die genetische Information fiir alle Proteine. Bei der
Transkription wird diese Information auf die einzelstrangige mRNA tibertragen,
welche anschlieflend in das Zytoplasma gelangt. Im Translationsschritt wird die
Information der mRNA an den Ribosomen in Proteine umgesetzt
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(Proteinbiosynthese). Actinomycin-D zdhlt neben Cycloheximid zu den
bekanntesten Zellgiften '". Es wirkt als Transkriptionsinhibitor, indem die DNA-
abhéngige Synthese der mRNA-Bildung blockiert wird. Cycloheximide blockieren

dagegen die Translation der Proteine '°%'%,

Die Ergebnisse der Actinomycin-D-Studie zeigten eine komplette Inhibition des
kardioprotektiven Effekts der ischdmischen Prédkonditionierung, ohne die IP-
bedingt gesteigerte Phosphorylierungsintensitiat der p38-MAPKSs zu beeinflussen.
Die Phosphorylierungsintensitidt der ERKs und SAPK/JNKs, die durch IP ebenfalls
erhoht wurde, konnte durch Actinomycin-D vermindert werden, sodass fiir die
folgende Indexischdmie keine Protektion durch die aktivierten ERKs und
SAPK/JNKs bestand. Actinomycin-D bewirkte des weiteren durch die Applikation
vor einer Indexischdmiephase eine InfarktgrofBenzunahme, ohne einen toxischen-
Effekt des nicht-ischdmischen Myokards auszulésen. Der Gesamtproteinlevel der
untersuchten Proteine wurde durch eine Actinomycin-D-Behandlung nicht
verdndert. Auf der Ebene der Transkription war jedoch eine signifikante Inhibition
der Phosphorylierungsintensitidt sowie des mRNA-Gehalts aller untersuchten
MAPKSs-Transkriptionsfaktoren festzustellen, womit die Einbeziehung eines
nukledren Weges in die Signalvermittlung der ischdmischen Prdkonditionierung

bewiesen werden konnte.

Dies bedeutet, dass ein Zusammenwirken verschiedenster Aktivierungs- und
Deaktivierungszustdnde der drei MAPKs die Aufhebung der kardioprotektiven
Wirksamkeit der ischdmischen Pridkonditionierung in der Actinomycin-D-
Versuchsreihe bedingte. Spekulativ koénnten hierbei ebenfalls Protein-
Phosphatasen (MKP-1/2) eine Rolle spielen, da der direkte Kinasen-Angriff durch
Actinomycin-D in der Literatur nicht bekannt ist. Bisher konnte ausschlieflich die
Aktivitdt von Proteinmodulen (SH2 und SH3) der MAPKs-Kaskade oder eines
undefinierten Phosphatase-Inhibitors reduziert werden '***'°**, Auch in anderen
Zellkompartimenten bewirkte Actinomycin-D oftmals Signaltransduktionsblockade
verschiedenster ERKs- und JNKs-Stimuli. In humanen Lungenzellen (A549)
verhinderte der Einsatz von Actinomycin-D die durch Interleukinl-f gesteigerte
COX-2 Aktivitdt und Prostaglandin-E2 Synthese ', Peritoneale
Méiusemakrophagen, die nach ERKs- und JNKs-Aktivierung durch PMA und
Okada-Séaure isloliert wurden, zeigten nach Actinomycin-D Behandlung einen

1063 Hierdurch konnte der

Rickgang der Arachidonsdurefreisetzung
Wirkmechanismus des Transkriptionsgiftes auch im Zytosol bestédtigt und aufgrund

seines Diffusionsweges zum Nukleus erkldrt werden.
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9. Die Rolle der MAPKs-spezifischen Transkriptionsfaktoren
wihrend Ischimie/Reperfusion und Prikonditionierung

Die Fdhigkeit der MAPKs, bestimmte Transkriptionsfaktoren zu aktivieren, ist seit
langem bekannt 669670672835,10641065 'Hjayzyy gehoren die Faktoren ATF-2, Elk-1, c-Fos,
c-Jun, MEF-2 und c-Myc %4*#>1066.197 Tst eine MAP-Kinase aktiviert, leitet sie das
Signal weiter, indem sie in der Zelle verschiedenartige Proteine, wie andere
Proteinkinasen und genregulatorische Proteine, phosphoryliert. Eine Translokation
der MAP-Kinase aus dem Zytosol in den Kern leitet die Phosphorylierung eines
Transkriptionsfaktors ein, sodass sich dieser an die bestimmte Promotersequenz
der DNA binden kann #76:661662665.712,1068-1070 " Bereijts innerhalb weniger Minuten nach
der Stimulation einer Zelle, z.B. durch Wachstumsfaktoren, kann die Transkription
bestimmter Gene, wie der sogenannten ,Immediate-Early-Genes®, einsetzen. Dies
stellt einen Grund dafiir dar, dass in der dargestellten IP-Studie bereits
Anderungen des mRNA-Levels der untersuchten Transkriptionsfaktoren
nachzuweisen waren, jedoch keine Unterschiede ihres Proteingehalts. Die
Zeitspanne von 40 min des IP-Zykluses war demzufolge fiir eine neue
Proteintranslation nicht ausreichend °**. In den Western Blot Untersuchungen
wurde die Gesamtproteinmenge der ,alten“ prédkonditionellen Transkriptions-
faktoren nachgewiesen. Daher konnten auch keine Unterschiede in den Proben des
konditionierten gegeniiber dem nicht-konditionierten Gewebe aufgezeigt werden.

Die Transkriptionsaktivierung dieser Immediate-Early-Genes ist von dem
Proteinkomplex, gebildet aus Serum-response Faktor (SRF) und Elk-1 abhéngig.
Der Komplex ist stdndig an eine bestimmte DNA-Sequenz (das Serum-response-
Element) gebunden, die im Regulatorbereich mehrer Gene liegt. Eines dieser Gene
ist das fos-Gen "9%¢ Zusitzlich kénnen die MAP-Kinasen das Jun-Protein
phosphorylieren, das zusammen mit dem neugebildeten Fos-Protein ein aktives
genregulatorisches Protein, das AP-1 bildet. AP-1 wiederum schaltet weitere Gene
an, seine genaue Funktion begriindet sich wahrscheinlich in der Stimulation des
Zellwachstums ®°.

Viele Gene, die fiir Proteine aus den Signalkaskaden der Rezeptor-Tyrosinkinasen,
bzw. der MAP-Kinasen kodieren, wurden urspriinglich als Onkogene in Krebszellen
oder in tumorauslosenden Viren identifiziert. Hierbei iibernimmt das Ras-Protein
eine entscheidende Schaltstelle im intrazelluldren Steuersystem der
Signalvermittlung von mutierten Zellen, jedoch zdhlen auch Src, Raf, Fos und Jun
zu diesen hyperaktiven Proteinen. Das Prinzip der Onkogendeklaration geht von
der Bezeichnung der normalen Proto-Onkogen aus %**>'°" Beispielhaft kodiert das
v-src-Onkogen fiir eine verkiirzte Form des EGF-Rezeptors mit einer stidndig
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aktiven intrazelluldren Tyrosinkinase-Doméne. Zellen, die dieses Onkogen
ausprigen, zeigen das Verhalten eines dauerhaft angeregten Teilungsvorganges
durch den Wachstumsfaktor. Eine dhnliche Auswirkung zeigt das Ras-Onkogen,
dessen abnormes Genprodukt nicht inaktiviert werden kann, da das verdnderte
Ras-Protein kein GTP mehr hydrolysieren kann. Zellen teilen sich ebenfalls
abnorm, sofern sie ein Onkogen ausprégen, das fiir eine stidndig aktive Form eines
genregulatorischen Proteins wie Fos und Jun kodiert, welche normalerweise tiber
Wachstumsfaktoren aktiviert werden °*"*'“**, Die Untersuchungsergebnisse der
Hauptschaltstellenproteine Ras und Raf der MAPKs-Kaskade mit signifikant
gesteigerter Aktivitdt nach ischdmischer Priakonditionierung untermauerte die
Arbeitshypothese der Kaskaden-proximalen Startpunkte des
MAPKs-Signaltransduktionswege im dargestellten in vivo-Modell.

Die Rolle der Proteinsynthese wurde wihrend des Phidnomens der
Priakonditionierung sowohl mittels der Verwendung von Transkriptions- als auch
Translationsinhibitoren untersucht. Weder die prdkonditionelle Verabreichung des
Translationsgiftes Cycloheximid, noch die Blockade der Transkription durch
Actinomycin-D erzielte eine Aufhebung der IP im Kaninchen-Modell 7.
Untersuchungen der Gruppe Rowlands zeigten dagegen die vollstidndige Blockade
der Prikonditionierung durch Cycloheximid, jedoch nicht durch Actinomycin-D 7.
Ubereinstimmend mit den Daten Rowlands wurden die Hypothese der
translationellen Abhédngigkeit der IP und die Unabhéngigkeit von neuen

Gentranskripten durch weitere Resultate unterstiitzt '°*

. Gegensitzliches
prasentierte die Gruppe um Shing et al., die an Ratten sowohl durch Cycloheximid
als auch Actinomycin-D eine deutliche Abschwidchung des infarktreduzierenden
Potenzials der ,delayed“ IP erzielten '°°. Vergleichbar der SB203580-Studie zeigte
sich auch in der Actinomycin-D-Studie der funktionelle Zusammmenhang zwischen
Applikationsdauer und Zeitintervall der folgenden ischédmischen Phase. Aufkldrend
in dieser Hinsicht waren die Resultate Leprans et al.. Sie zeigten, dass die Infusion
von Actinomycin-D 24 h vor Koronarer Okklusion einen deutlichen Riickgang
ventrikuldrer Arrhythmien bewirkte, dagegen die Applikation vier Stunden zuvor

keinerlei Wirkung erzielte '°™

. Auch in der hier dargestellten Studie wurde
Actinomycin-D nicht nur vor der Okklusionsphase, sondern auch wihrend der
Reperfusionsabschnitte des IP infundiert. Dies ldsst die Vermutung zu, dass
mindestens eine Reperfusionsphase fiir die Wirksamkeit von Actinomycin-D

essentiell ist.
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10. Schlussfolgerung und Zukunftsperspektiven

Zusammenfassend zeigen die Resultate die gesicherte Beteiligung des ERKs- und
JNKs-Signaltransduktionsweges am Zustandekommen der ischdmischen
Priakonditionierung sowie die mogliche Bedeutung eines nukledren Mechanismus
des Phdnomens. Die Inhibierung des ERKs-Signalweges durch UO126, der am
letzten zytosolischen Phosphorylierungsschritt der Proteinkaskade erfolgte, sowie
der Einsatz des Transkriptionsgiftes Actinomycin-D, bewiesen die Existenz eines
nukledren, transkriptionellen Prozesses der IP. Inwieweit weitere zytosolische oder
partikuldre Effektoren in die Signalvermittlung der ischdmischen
Priakonditionierung involviert sind, miissen folgende Untersuchungen zeigen. Dabei
muss insbesondere die massenspektroskopische Analyse neu entdeckter Proteine
erfolgen. Unabhédngig davon zeigte die grof3e Differenz in der diskutierten Literatur
die Notwendigkeit einer strikten methodischen und speziesbezogenen Trennung der
Forschungsarbeiten. Dementsprechend sind eine Vielzahl weiterer Versuche
notwendig, bevor ERKs- und JNKs-Aktivatoren bzw. p38-MAPKs-Inhibitoren zum

klinischen Einsatz kommen werden.

Aus den hier vorliegenden Daten kann folgende neue Modellvorstellung der

ischdmischen Prédkonditionierung formuliert werden:

Die Aktivitatssteigerungen der ERKs-und JNKs-Signalkaskade sind mit der
Kardioprotektion der IP ursdchlich verkniipft und eine Inhibition dieser Protein-

kaskaden bewirkt eine vergroferte Infarktentstehung.

Der Signalkaskadenweg der p38-MAPKs weist grofie Diskrepanzen zu den beiden
anderen MAPKs auf. Die Bezeichnung des ,death pathways®“ der p38-Kinasen-
kaskade schildert die Korrelation zwischen p38-Aktivierung und Infarkigrofien-

zunahme.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Der Hintergrund der Arbeit war die Beobachtung der ischédmischen
Pridkonditionierung (Ischédmietoleranz) am Schweineherzen. Unter ischdmischer
Priakonditionierung (IP) versteht man das Phidnomen der kardialen Konditio-
nierung durch kurze vorgeschaltete Ischdmie- und Reperfusionszyklen gegeniiber
einer nachfolgenden lédngeranhaltenden Ischdmie. Dabei verschiebt sich die
Beziehung zwischen entstehender Infarktgrofe (Ordinate) und Verschlusszeit
(Abszisse) nach rechts. Die Erkldrung fir dieses Verhalten wurde in der
vorliegenden Arbeit in der differentiellen Aktivierung der MAP-Kinasen gesucht.
Dabei wurden vor allem drei Transduktionswege entdeckt, welche bei Ischdmie und
anschlieBender Reperfusion der linken absteigenden Koronararterie in dem
minderdurchbluteten Myokardgewebe aktiviert werden. Es handelt sich um die
extrazelluldr-Signal-regulierten Proteinkinasen (ERKs), die
Stress-aktivierten-c-Jun-NH,-terminalen Proteinkinasen (SAPKs/JNKs) und die
p38-MAPKSs, die ebenfalls zur Familie der Stress-aktivierten Proteinkinasen
gehoren. Die Aktivitdtssteigerung der ERKs und SAPKs/JNKs durch kurze
Ischdmie- bzw. Reperfusionsphasen bewirkte einen Schutz des Myokards vor
Infarktentstehung ("survival pathway"). Der sogenannte "death-pathway” wurde
tber die p38-MAPKs aktiviert, d.h. sie erlangten ebenfalls Aktivitédtssteigerung und
bereits -maximum wéihrend einer Ischdmieperiode, weitere wiederholende
ischdmische Zustédnde verringerten jedoch ihre Aktivitdt und ein folgender
Reperfusionszyklus erzielte bereits Aktivitdtsverlust bis zum Basiswert. Thr
Aktivitdtsanstieg bedeutete im Gegensatz zu dem von ERKs und SAPKs/JNKs
signifikant hohere Infarktgrofen.

Die Auswirkungen der Blockade der Phosphorylierungskaskaden der MAPKSs und
deren Determinaten auf die Infarktgrofle wurde mit Hilfe von spezifisch MAPKs-

inhibierenden Substanzen untersucht.

Bestitigung der "in-vivo” erlangten Ergebnisse der Infarktentstehung erhielten wir
durch proteinbiochemische Untersuchungen von Myokardbioptaten. Hierbei wurde
Gewebe zu verschiedenen Zeitpunkten der Ischdmie und Reperfusion, mit und ohne
Substanzapplikationen in Phosphorylierungs- und Aktivitdtsbestimmungen unter-
sucht.

Der Signalweg der ERKs wurde durch die experimentellen Substanzen PD98059
und UO126 spezifisch an zwei Stellen inhibiert.

Eine lokale intramyokardiale Verabreichung der PD- und UO Substanzen mittels
einer Mikropumpe direkt in das zu erwartende ischdmische Herzgewebe zeigte,
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dass die Inhibierung eines Phosphorylierungsschrittes dieser Proteinkinasen eine
Aufhebung der kardioprotektiven Wirkung eines vorgeschalteten IP-Zyklus
bewirkte. Das heiflt, in dem Diffusionsbereich der Substanzen entstanden
keilformige Infarkte, die von nicht-nekrotischem, geschiitztem Gewebe umgeben
waren. Kontrollversuche ohne Substanzapplikation oder die alleinige Infusion des
Losungsmittels der Substanzen verursachten keine Infarzierung des Herzmuskels.
Ebenfalls ermoglichte uns dieses Infusionsverfahren die Verabreichung
verschiedener Substanzkonzentrationen und die Erstellung von Dosis-Wirkungs-
prinzipien, die sich fiir die genannten Substanzen bei semilogarithmischem

Malistab in linearem Verlauf zeigten.

Wurde die Phosphorylierungskaskade der p38-MAPKs mit SB203580, einem
Imidazolderivat, inhibiert, entstand ein signifikant verzogerter Infarkteintritt, ohne
das Auswirkungen auf das Zustandekommen der IP zu beobachten waren.

Die systemische und intramyokardiale Infusion von Taxol zeigte eine signifikant
erhohte Infarktgrofle und eine vollstdndige Aufthebung der Kardioprotektion der IP.
Dies wurde durch die Inhibition des SAPKs/JNKs-Signalweges verursacht.

Beide Applikationsarten des Transkriptionsgiftes Actinomycin-D erzielten eine
Aufhebung des Schutzmechanismus von IP mit signifikant gesteigerten Infarkt-
groBlen. Hierbei wurde die Phosphorylierungsintensitdt aller drei zytosolischen
MAPKSs inhibiert, jedoch konnte zusitzlich eine starke Verminderung des
Phosphorylierungsstatus sowie des m-RNA-Levels der MAPKs-spezifischen
Transkriptionsfaktoren c-Jun, Elk-1, c-Myc und ATF-2 festgestellt werden.
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VII. SUMMARY

Stressful stimuli applied as brief pulse trains, condition most tissues in such a way,
that they become more tolerant against longer lasting stresses, significantly
delaying the onset of irreversible damage. This endogenous phenomenon, known as
ischemic preconditioning (IP), renders the affected myocardium more resistant to a
subsequent prolonged coronary occlusion by short transient periods of ischemia.
The molecular mechanism of this increase in stress tolerance, especially that
towards ischemia, is not entirely clear, but mitogen activated Proteinkinases
(MAPKSs), that are involved in the signal transduction pathways, may play a role.
The MAPKSs represent a superfamily of Pro-directed Ser/Thr Proteinkinases, that
are involved in signal transduction from the plasma membrane to nuclear and
cytoplasmic targets. Since the proto-oncogene based transcription factors are
activated by membrane and cytoplasmic signalling cascades we studied the
involvement of the three MAPKs pathways. The extracellular signal-regulated
kinases: ERKs, the stress-activated/c-Jun N-terminal kinases: SAPKs/JNKs and
p38-MAPKs. We found, that they react to brief ischemia and reperfusion in a very
specific way. The ERKs activity moderately increased during brief ischemia but
markedly during reperfusion, the SAPK/JNKs become active only during
reperfusion and the weill MAPKs were activated only during ischemia and
deactivated during the following reperfusion and subsequent period of ischemia.
Specific and selective activators and inhibitors have been used to differentiate
between the three main MAP kinase pathways and to understand their role in IP.
Our previous studies suggested a protective role of the ERKs and the SAPKs/JNKs
cascade in the cardioprotective mechanism of IP.

To further test this hypothesis, we studied the influence of the novel specific
inhibitors of ERKs, PD98059 and U0126, the SAPKs/JNKs inhibitor Taxol and the
transcription inhibitor Actinomycin-D (Act-D) in IP. The substances were infused
intramyocardially and with the exception of PD also systemically. The influence of
the inhibitors on infarct size was measured after a period of index ischemia and
reperfusion with or without infusion of these agents prior and during IP. Biopsies of
the areas of drug infusion were taken after IP. By Western blot analysis the
phosphorylation of MAPKs and of their down-stream transcription factors were
measured and the activities of the MAPKs were tested by “in gel“-phosphorylation
assays. Only small infarcts were detected in the control group animals with the IP
period. Significant wedge-shaped infarcts were seen around the area of the
microinfused tool drugs. The effects of the substances were concentration
dependent. At the end of IP we observed in the PD and UO treated animals a
significant decrease in phosphorylation and activities of ERKs. In Taxol treated
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animals the phosphorylation of SAPKs/JNKs was inhibited and in the Act-D treated
animals the phosphorylation state of all three cytosolic MAPKs was decreased. We
demonstrated for the first time in vivo that the inhibition of ERKs and
SAPKs/JNKs resulted in a complete cancellation of IP.

On the other hand, our results with the specific inhibitor of the p38-MAPK
pathway, SB203580, have suggested a negative role of p38-MAPKSs during ischemia
in the same in vivo model. When SB203580 was infused systemically infarct size
was significantly reduced. Ischemia with and without SB203580 significantly
increased phospho-p38-MAPKSs with a maximum reached at 20 min but activity was
less at 30 and 45 min under the influence of the inhibitor. Measurements of p38-
MAPK activities in situations where SB203580 was present during in-gel
phosphorylation showed significant inhibition of p38-MAPK activities. We
investigated also the effect of local and systemic infusion of SB203580 on the
cardioprotection induced by IP. The infusions of SB203580 before and during IP
protocol did not influence the infarct size reduction mediated by IP. The observed
protection of the myocardium against ischemic damage by SB203580 points to the
negative role of the p38-MAPKs pathway during ischemia. We hypothesised, that
SB203580 can protect the heart against the consequences of prolonged ischemia.

A common feature of all MAPKs is their ability to phosphorylate the transactivation
domain of numerous transcription factors and thereby modulate their
transcriptional activities. The transcription factors Elk-1, ATF-2, c-Myc and c-Jun
are substrates for the three distinct classes of MAPKSs. To test the hypothesis that a
nuclear mechanism is involved in IP we studied the influence of the inhibitors on
the phosphorylation state of these transcription factors. The application of all tested
tool drugs significantly inhibited the ischemia-induced phosphorylation of the
nuclear transcription factors and in the case of Actinomycin-D also the m-RNA level
of these transcription factors was decreased.

However, it cannot be excluded that MAPKs activations during IP and
ischemia/reperfusion do have beside a nuclear mechanism, also important effects
outside the nucleus.
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VIII. ANHANG

1. Gerite und Instrumente

Agfa-400-Filme

autoradiografische Auswertung und die
quantitative Analyse unter Anwendung des

Phosphoimager ** Storm 860

Aortenklemme, gerieft-gezahnt und gebogen
Beatmungsgerit (Stephan Respirator ABV)
Becherglidser (10 ml, 50 ml und100 ml)

Biometra Agargel Maxi-/Mini-Kammer

Blutgasmessgerit
Canon-Spiegelreflexkamera
Certomat Inkubationshaube
Certomat R Tisch-Rundschiittler
Corex® Glasrohrchen, 30 ml
Chirurgisches Operationsbesteck
Defibrillator (Defi 503)

Einmalpipetten

Elektrokauter (Electrosurgical Generator

Force 2)
Falcon-Rohrchen 2059

Gel-Elektrophorese-Apparatur GNA-200

Feinwaage
Elektrophoreseapparatur
Entwicklungsanlage

Eppendorfrohrchen 1 ml und 2 ml

Filmkassette (Dr. Goos suprema Spezial 200)

Folie zum Einpacken der Membran (Saran-

Dow-Folie)

GefaBkatheter mit Einfiihrungsschleuse; Fr. 7

Gelkammer
Geltrockner

Glashomogenisator

Agfa, Frankfurt
Molecular Dynamics, Krefeld

Medicon, Tuttlingen

F. Stephan GmbH, Gackenbach
Merck, Eurolab GmbH, Frankfurt
Biomed Analytik, Gottingen
Chiron Diagnostics, St. Leon-Rot
Canon GmbH, Frankfurt

B Braun, Melsungen

B Braun, Melsungen

DuPont de Nemours,Bad Homburg
Medicon, Tuttlingen

Bosch, Stuttgart

Merck, Eurolab GmbH, Frankfurt
Valley Lab, Hamburg

Becton-Dickinson, New Jersey
Pharmacia, Freiburg

Sartorius, Gottingen

BioRad, Miinchen

Medicine 260, Dirr-Med; Langen

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen

GLW Gesellschaft fiir Laborbedarf
GmbH, Wiirzburg

Roth GmbH und Co KG

Vasurix, Guerbert GmbH,
Sulzbach / Ts.

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Merck, Eurolab GmbH, Frankfurt
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Glasspritze Hamilton,

Hybridisierungsofen Bachofer, Reutlingen

Hyperfilm (radioaktiv-sensitive Filme) Amersham Pharmacia biotech,
Karlsruhe

IKA Temperierbad TE 2 Jauke & Kunkel, Staufen

IKA-Vibro-Fix VF 2 Vortexer Jauke & Kunkel, Staufen

Intratrachealtubus der Grofle 8 Risch AG, Kernen

Knochensédge, Knochenschere Medicon, Tuttlingen

Kiihlzentrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg

LKB Biochrom Spektralfotometer 4054 Pharmacia, Freiburg

Magnetrihrgerdt, (IKAMEG RET mit Biorad, Miinchen
Heizplatte)

Messer Zwilling, Solingen

Micro-Amp Reaktionsgefiéf3e; 0,2 ml Perkin Elmer, Weiterstadt

Mikrofeinwaage Sartorius, Gottingen

Mikrofilter Sterivex (0,45 zm und 0,22um) Millipore, Eschborn

Mikroinfusionspumpe (Minipuls 3) Abimed-Gilson, Villiers-le-Bel,
Frankreich

Mikrowelle Panasonic, Miinchen

Perfusionsspritze B Braun, Melsungen

Permahandseide, Perma-Handseide-Nadel- Ethicon GmbH, Norderstedt
Fadenkombination

Pipettenspitzen Greiner-Labortechnik, Solingen

pH-Meter Schott, Mainz

Phosphorimager™ SF Molecular Dynamics

Perfusorgerit fiir 50 ml Infusionsspritzen Fresenius, Bad Homburg

Power Supply ST 304 Gibco BRL Lifetechnologies,
Eggenstein

Rohrchen mit Schraubverschluss (15 ml und Greiner-Labortechnik, Solingen
50 ml Falcons

Schere Medicon, Tuttlingen
Spritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml und 20 ml) B Braun, Melsungen

Sterican-Einmal-Injektions-Kaniilen der B Braun, Melsungen
GroBen:120 x 40 mm=18 G x 1 1/2 und
0,90 x 40 mm=20Gx11/2

Statham-Blurdruckmessanlage (P23XL; San Juan, Puerto Rico
Statham)

Szintillations-Analyzer 1600 TR Packard
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Thermometer

Thermoschiittler 5436

Thermomixer 5436

Tischwaage, digital

Tischzentrifuge

Ultra-Turrox T 25 Mixstab
Ultraschall Sonifier Branson 250
Ultrazentrifuge L.8-80

Vortexer Reax 2000

Waage

Wasseraufbereitungsanlage Milli RO 15
Wasserbad mit Aufsatz R5

Zentrifuge Biofuge fresco

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge J 2-21
Zentrifugenrohrchen, 15 ml und 50 ml

Zentrifugenrotor SW 50

2. Abkiirzungsverzeichnis

Medicon, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Mettler, Giellen

Eppendorf, Hamburg

Jauke & Kunkel, Staufen
Heinemann, Schwibisch Gemiind
Beckmann, Miinchen
Heidolph, Kehlheim
Sartorius, Gottingen
Millipore, Eschborn

Julabco, Seelbach
Heraeus-Instruments, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Beckmann, Miinchen

Cellstare, Greiner-Labortechnik,
Frickenhausen

Beckmann, Miinchen

%) Durchmesser

(v/v) (Volumen/Volumen), Volumenverhéltnis zweier Fliissigkeiten

(w/v) (Gewicht/Volumen), Konzentration eines gelosten Stoffes in einer
Fliissigkeit

°C Grad Celcius

w my, mikro- (10°)

o alpha

B beta

Y gamma

d delta

€ epsilon

K kappa

3 lamda

-/- Méuse “knock out” Mause

A Ampere

Ak Antikorper
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AMP Adenosin-monophosphat

AP-1 activator protein-1; Transkriptions-Faktoren-Komplex

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosin-triphosphat

ATF-2 activating transcription factor-2 (Transkriptionsfaktor der
SAPK/JNKs)

B Base

b bovines Protein

BSA bovines Serumalbumin

CDC42 Cell division cycle 42 (kleines G-Protein)

C- Carboxyterminal

CRE Cyclic AMP response element

CREB Cyclic AMP response element-binding protein 2 = ATF-2

c-fos cellular homologous to the Finkel-Biskis-Jinkins (FBJ) murine
osteosarcoma virus oncogene

c-Jun Zelluldres Homolog des Sarcoma Virus 17 Onkogens (cellular homolog
of sarcoma virus 17 oncogene; Jun leitet sich von dem japanischen
Wort 'ju-nana ab, welches die Nummer 17 bedeutet.
Transkriptionsfaktor der JNK-Kaskade

c-myc Cellular homolog of myelocytomatosis viral oncogene

cm Zentimeter

d desoxy-

Da Dalton

ddH,0 zweifach deionisiertes Wasser

dH,O einfach deionisiertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGF epidermal growth factor

Elk-1 Transkriptionsfaktor der ERKs; member of Ets oncogene family.
v-Ets: avian erythroblastosis Virus E26 oncogene homologue 2

ERK-1/-2 extrazelluldr-Signal-regulierte Proteinkinase 1 und 2 mit dem
Molekulargewicht von p44 und p42 kDa

F Faktor

FGF fibroblast growth factor

Gramm
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Grb-2

h

HBS
HC1
HEPES
HSP
LE.

IP

im.

i.p.

Ig

IL-1
IL-6
JNK-1/2

k
KCl
kDa

B

M

Mak
MAPKs
MAPKKSs
MAPKKKSs
MAPKAPK-2
MAD

MAX

MAZ
MEF-2
MEK

growth factor receptor bound protein 2 (Adaptorprotein der SH2
Domaéne)

Stunde(n)

HEPES-gepufferte NaCl-Losung

Salzsdure
4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsdure
heat shock protein

internationale Einheiten

ischdmische Prikonditionierung; ischemic preconditioning
intramuskulédr

intraperitoneal

Immunglobulin

Interleukin-1

Interleukin-6

c-Jun-NH9-terminale Proteinkinase mit dem Molekulargewicht von
p55 und p46 kDa.

kilo- (10°)

Kaliumchlorid

Kilodalton

Krebs-Henselleit-buffer

Liter

Lipopolysaccharid, Bakterienendotoxin
Losung

Meter

milli- (10%)

molar (mol/1)

monoklonaler Antikérper
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen-Kinasen
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen-Kinasen-Kinase
MAPK-aktivierte Proteinkinase

MAX dimerization protein

Myc-associated factor X

Myc-associated zinc finger protein

myocyte-specific enhancer factor 2
= MAPKK
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MEKK MEK Kinase

MKK = MAPK

MEK = MAPKK

MG Molekulargewicht

min Minute(n)

mol Mol (Stoffmenge)

MNT MAX-binding protein

mRNA messenger RNA (Boten-RNA)

M, relative Molekiilmasse

n nano- (10)

N- Aminoterminal

NaCl Natriumchlorid

NO Stickstoffmonoxid

OA ocadaic acid; Okada Sdure

p38-MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase mit einem Molekulargewicht von
38 kDa

p42/44 MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinasen mit einem Molekulargewicht von
42 und 44 kDa = ERK-2 und 1

p46/55 MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinasen mit einem Molekulargewicht von
46 und 55 kDa = JNK-2 und 1

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Pak polyklonaler Antikorper

PBS Phosphatgepufferte NaCl-Losung

PEG Polyethylenglykol

pFA para-Formaldehyd

PKC Proteinkinase C

PKA Proteinkinase A

PMA Phorbol-myristat-acetat

PMSF Phenylmethylsulfofluorid

POD Peroxidase

r- Ribosomal

Raf Murines Homolog des viralen Leukdmie Onkogens

Ras Rat sarcoma viral oncogene homologue

RNA Ribonukleinsdure

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur
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ROS

s
SAPK
s.c.
SD
SDS
sec
SEK
SEM
Ser
SH
SOS-Protein

SRE
SRF

t

TBS
TCF
TEMED
Thr
TNF (a/B)
TPA
Tris

Tyr

TEY,
TGY

TPY,

TTC
U
uv
\Y%

Reactive oxygen species; Sauerstoffradikale
soluble, losliches Protein
Stress-aktivierte Proteinkinase
subcutan

Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat

Sekunde(n)

Proximale Proteinkinase der SAPK/JNK
Standardfehler

Aminosédure Serin

Src-homology domain

son of Sevenless, sevenless-Gen in der Fruchtfliege; m-SOS =
mammalian-SOS

serum response element

human serum response factor

Zeit

Tris-gepufferte NaCl-Losung

ternary complex factor
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Aminosédure Threonin

tumor necrosis factor, Tumor Nekrose Faktor o und f
12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetat
Trishydroxymethylaminomethan
Aminosédure Thyrosin

Aminosdurensequenz der dualen Phosphorylierungsstellen, welche
eine Aktivierungsreihenfolge der ERKs (Threonin-Glutaminséure-
Tyrosin), SAPK/JNKs (Threonin-Prolin-Tyrosin) und p38-MAPKs
(Threonin-Glycin-Tyrosin) darstellt

Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid
Units, Einheiten

Ultraviolettes Licht

Volt

Vielfaches der Erdbeschleunigung
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