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GruBwort

Hubert E. BLum ML (Freiburg i. Br.)

Mitglied des Prisidiums der Akademie

Spectabilis, sehr geehrter Herr Kollege PFEILSCHIFTER,
Sehr geehrter Herr Kollege ScHOLZ,

Sehr geehrter Herr Kollege ZWISSLER,

Meine sehr verehrten Damen und Herren,

ich darf Sie im Namen der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina und in Vertre-
tung ihres Prisidenten, Herrn Prof. Volker TER MEULEN ML, ganz herzlich zu dem heutigen
Leopoldina-Symposium zum Thema ,,Prikonditionierung und Organprotektion durch Anis-
thetika* begriiBen. Besonders begriilen darf ich Herrn Prof. ScHULTE AM EscH ML, Obmann
der Leopoldina-Sektion ,,Anisthesiologie” sowie Herrn Prof. BENAD ML und seine Gattin.
Ich mochte diesen besonderen Anlass als Gelegenheit nehmen, Thnen kurz die Geschichte und
Ziele der Leopoldina sowie deren Verbindung zur Anisthesiologie aufzuzeigen.

Die Deutsche Akademie der Naturforscher Leopoldina. Die Akademie wurde 1652 in
Schweinfurt gegriindet und hat seit 1878 ihren Sitz in Halle (Saale). Sie ist eine iiberregionale
Gelehrtengesellschaft mit gemeinniitzigen Aufgaben und Zielen, u. a. der inter- und transdis-
ziplindren Diskussion von gesellschaftlich relevanten Themen im Rahmen von 6ffentlichen
Symposien, Meetings und Vortrdgen, der Einrichtung von Arbeitsgruppen, der Verbreitung
wissenschaftlicher Erkenntnisse sowie der Erarbeitung von formalen Stellungnahmen zu
wichtigen gesellschaftlich-relevanten Themen im Sinne der Beratung der Offentlichkeit wie
auch politisch Verantwortlicher. Ferner ist es ein Ziel der Leopoldina, junge Wissenschaftle-
rinnen und Wissenschaftler zu férdern und sich der wissenschaftshistorischen Forschung zu
widmen.

Die Deutsche Akademie der Naturforscher Leopoldina hat weltweit etwa 1300 Mitglie-
der, davon kommen 75 % aus den Stammlindern Deutschland, Osterreich und Schweiz sowie
etwa 25 % aus mehr als 30 anderen Lindern weltweit. Mitglieder sind Wissenschaftlerinnen
und Wissenschaftler mit besonderen Leistungen in den Bereichen Naturwissenschaften, Me-
dizin, Technische Wissenschaften, Kulturwissenschaften, empirische Geisteswissenschaften
sowie Verhaltens- und Sozialwissenschaften. Die Leopoldina gliedert sich in 28 Sektionen.
Thematisch sind heute die Sektionen 15 ,,Physiologie, Pharmakologie und Toxikologie* so-
wie 17 ,,Chirurgie, Orthopidie und Anisthesiologie* vertreten. Die Finanzierung der Leopol-
dina erfolgt zu 80 % iiber den Bund (BMBF) und zu 20 % iiber das Land Sachsen-Anhalt.



Hubert E. Blum

Die Leopoldina und die Andsthesiologie. Die Verbindung der Deutschen Akademie der Na-
turforscher Leopoldina mit der ,,Anésthesiologie* basiert in erster Linie auf den Mitgliedern
der Akademie, die auf diesem Gebiet titig waren und sind. Frithe Mitglieder der Deutschen
Akademie der Naturforscher Leopoldina, die sich mit ,,Anédsthesiologie” als Forscher, vor
allem als Chemiker und Physiologen befassten, waren u. a.: Michael FARADAY (1791-1867,
zugewihlt 1857), der 1818 die betiubende Wirkung von Ather entdeckte. Justus von LIEBIG
(1803-1873, zugewihlt 1859), der 1831 Chloroform entdeckte. Marie-Jean-Pierre FLOURENS
(17941867, zugewihlt 1841), der 1847 im Tierversuch die Narkosewirkung von Chloroform
entdeckte. Wilhelm LosseN (1838—1906, zugewihlt 1887), der 1864 die Struktur von Cocain
identifizierte. Emil FIsSCHER (1852-1919) [kein Mitglied, aber 1898 mit der Cothenius-Me-
daille der Leopoldina ausgezeichnet] und Friedrich Joseph Frhr. voN MERING (1849-1908,
zugewihlt 1887), die die narkotisierende Wirkung der Barbiturate entdeckten und die intra-
venose Barbiturat-Anisthesie in die Klinik einfiihrten. Oscar LIEBREICH (1839-1908, zu-
gewihlt 1888), der 1869 die schlafinduzierende Wirkung von Chloralhydrat entdeckte. Carl
Dietrich HARRIES (18661923, zugewihlt 1909), der 1897 Eucain B als Cocain-Ersatz her-
stellte. Hans Horst MEYER (1853 -1939, zugewihlt 1911), der 1899 die Lipidtheorie der Nar-
kosewirkung aufstellte. Alfred EINHORN (1857-1917, zugewihlt 1891), der 1905 Novocain,
das erste synthetische Lokalanisthetikum, herstellte, sowie Hellmut WEESE (1897-1954, zu-
gewihlt 1942), der das kurzwirksame Evipan entwickelte.

Mitglieder der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina, die vor allem als
Kliniker zur Entwicklung der ,,Anésthesiologie beitrugen, waren u. a.: Johann Sigismund
ELsHOLZ (1623-1688, zugewihlt 1674), der erstmals 1665 einen Opiumextrakt intravends
applizierte. Philibert-Joseph Roux (1780-1854, zugewihlt 1853), der 1847 die erste Ope-
ration in Athernarkose durchfiihrte. Benjamin Ward RicHARDSON (18281896, zugewihlt
1867), der als Erster Atherzerstiuber zur Kilteanisthesie einsetzte. Heinrich Ludwig ME-
DING (1822-1865, zugewihlt 1853), Friedrich Julius SicHEL (1802-1868, zugewihlt 1854)
und Johann Baptist ROTTENSTEIN (1832-?, zugewihlt 1879), die die Verbindung der Leopol-
dina mit dem Verein Deutscher Arzte in Paris hielten. Dieser wirkte als Initiator der Ather-
anasthesie in Frankreich und als Vermittler fiir ganz Mittel- und Osteuropa. Aloys MARTIN
(1818-1891, zugewihlt 1878) nimmt eine besondere Stellung ein: er ist der erste Chronist,
der 1847 die ,,Pariser Athernarkose* in der Augsburger Allgemeine Zeitung in Siiddeutsch-
land bekannt machte. Ebenfalls 1847 fertigte er eine Dissertationsarbeit zum Thema ,,Zur
Physiologie und Pharmakodynamik des Atherismus* an sowie die erste Habilitationsschrift
im deutschsprachigen Raum auf dem Gebiet der Narkosepraxis ,,Geschichte der Entdeckung
und Ausbreitung des Atherismus* (Niirnberg 1847). Diese Arbeit ist das erste Werk in der
Weltliteratur, das ausschlieBlich der Geschichte der chirurgischen Anésthesie gewidmet ist.
Weiter seien genannt Johann Ferdinand Martin voN HEYFELDER (1798-1869, zugewihlt
1828), der einer der ersten Anwender der Athernarkose in Deutschland war, und Friedrich
TRENDELENBURG (1844 -1924, zugewéhlt 1884), der 1869 die erste endotracheale Anisthesie
am Menschen nach Tracheotomie mit einem Tubus mit aufblasbarer Manschette durchfiihrte,
sowie August VON ROTHMUND (1830-1906, zugewihlt 1887), der als Chirurg einen ganz
wesentlichen Beitrag zur Einfiihrung und Verbreitung der Athernarkose leistete, und Emil
Karl Frey (1888—1977, zugewidhlt 1952), ein Pionier des Fachs Anisthesiologie, der 1965
auf den ersten Lehrstuhl fiir Andsthesiologie in Deutschland an der Universitit Mainz berufen
wurde, sowie Otto MAYRHOFER (¥1920, zugewihlt 1985), einer der ersten Habilitierten fiir
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Grufwort

Aniisthesiologie in Osterreich, der auf den ersten Lehrstuhl fiir Anzsthesiologie in Osterreich
an der Universitdt Wien berufen wurde.

So spiegelt sich die Geschichte der Anésthesiologie beginnend 1818 mit der Entdeckung
der betdubenden Wirkung von Ather durch Michael FARADAY (zugewihlt 1857) bis zum heuti-
gen Symposium der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina in ihren Mitgliedern
wider. Gerade mit dem heutigen Symposium zum Thema ,,Prikonditionierung und Organ-
protektion durch Anésthetika* wird deutlich, dass sich die forschende Anésthesie von einem
primir mit ,,Serviceleistungen und damit zusammenhingend im Vordergrund stehenden
pharmakologischen und technischen Fragestellungen zu einem Fachgebiet gewandelt hat, das
sich zunehmend auch mit den biomedizinischen Grundlagen Anisthesie-relevanter Aspekte
befasst. Damit ergeben sich Kooperationen mit Physiologen, Zell- und Molekularbiologen,
die im Sinne der ,translationalen Forschung* auch praktisch-klinische Relevanz besitzen.

Meine sehr verehrten Damen und Herren, im Namen der Leopoldina und als Vertreter
unseres Prisidenten, Prof. Volker TER MEULEN, darf ich Thnen allen ein interessantes und
erfolgreiches Symposium wiinschen mit vielen neuen Informationen und lebhaften Diskussi-
onen sowie Raum fiir personliche Begegnungen und Gespriche.

Dank

Fiir die medizinhistorischen Recherchen bin ich Herrn Dr. Michael KaascH, Redaktion Nova Acta Leopoldina,
Deutsche Akademie der Naturforscher Leopoldina in Halle, zu ganz besonderem Dank verpflichtet.

Prof. Dr. Hubert E. BLum

Medizinische Universititsklinik

Abteilung Innere Medizin II

Hugstetter Strafle 55

79106 Freiburg (i. Br.)

Bundesrepublik Deutschland

Tel.:  +49 761 2703403

Fax:  +49 761 2703610

E-Mail: hubert.blum @uniklinik-freiburg.de
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Prikonditionierung und Organprotektion
durch Aniésthetika
Einfiihrende Bemerkungen

Heiko MUHL und Josef PFEILSCHIFTER ML (Frankfurt/Main)

Adaptation ist ein archaisches Prinzip physiologischer Regelkreise, das die Anpassung des
Organismus an wechselnde Umweltbedingungen sicherstellt und auf diese Weise Uberleben
oft erst ermdglicht. Dies gilt naturgemél nicht nur fiir den Gesamtorganismus, sondern fin-
det seinen Niederschlag ebenso auf zelluldrer und biochemischer Ebene. Paradigma eines
solchen Regelkreises ist die Anpassung des Organismus an Sauerstoffmangelzustinde (Hyp-
oxie). Tatsédchlich sind die Mechanismen dieses Adaptationsprozesses inzwischen bis in die
molekularen Details geklart. So wird der Sauerstoffsensor ,Hypoxie-induzierbarer Faktor* bei
Normoxie nach Sauerstoff-abhéngiger Hydroxylierung dem proteasomalen Abbau zugefiihrt.
Bei Hypoxie hingegen ist das als Transkriptionsfaktor fungierende Protein aufgrund insuffi-
zienter Hydroxylierung (die Verfiigbarkeit des Kosubstrates Sauerstoff wirkt hier limitierend)
stabilisiert und kann die Expression spezifischer Gene vermitteln. Unter diesen befindet sich
das in der Niere produzierte Hormon Erythropoietin, das nun seinerseits die Erythropoese im
Knochenmark steigert. Unmittelbare Folge ist eine Erhohung der O,-Transportkapazitét im
Blut und somit Adaptation an Sauerstoffmangelzustinde.

Das hier einzufiihrende Phidnomen der Prikonditionierung bezeichnet nun einen protek-
tiven Prozess, bei dem zeitlich und quantitativ limitierte Reize, hinsichtlich ihrer Stirke im
Allgemeinen die Schwelle zur Gewebeschiddigung nicht iiberschreitend, vor einem nachfol-
genden fulminanten Reiz mit Potential zur Gewebeschiddigung schiitzen. In diesem Sinne han-
delt es sich um einen klassischen Adaptationsprozess, der besonders in pathophysiologischer
Hinsicht augenfillig und von zentraler Bedeutung ist. In seinen Ausfithrungen zur Angina
Pectoris gelang dem englischen Arzt Willliam HEBERDEN (1710—1801) die Erstbeschreibung
dieses Phinomens, als er iiber die Behandlung der Erkrankung schreibt: ,,I knew one who set
himself a task of sawing wood for half an hour every day, and was nearly cured.* Tatsich-
lich sind kardioprotektive Aspekte korperlicher Arbeit bei Gesunden wie bei Patienten mit
koronaren Herzerkrankungen heute unbestritten. Hitze und Stress (z. B. nach Exposition mit
Arsen oder Thapsigargin) sind ebenfalls Faktoren mit Potential zur Prikonditionierung. Mit
Blick auf klinische Relevanz und Erarbeitung neuer Therapiestrategien zur Gewebeprotekti-
on ist neben der korperlichen Arbeit insbesondere die Arzneimittel-induzierte Prikonditio-
nierung im Fokus der pharmakologischen Forschung. Beispiele hierfiir sind kardioprotektive
Wirkungen von stabilen Prostazyklinderivaten und insbesondere die der volatilen Anéstheti-
ka. Davon aber mehr in den nachfolgenden Beitrigen.
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Besonders gut charakterisiert ist Gewebsprotektion durch Prikonditionierung im Kontext
von Reperfusionsschiden nach Ischimie im Zentralnervensystem und am Herzmuskel mit
den klinischen Korrelaten des Schlaganfalls und des Myokardinfarktes. Wichtige Mechanis-
men der Gewebeschéddigung bei Reperfusionsschdden nach Ischidmie sind dabei einerseits die
Bildung reaktiver Sauerstoffradikale nach Umwandlung der Xanthindehydrogenase in eine
Oxidase unter NADH/Xanthin-Uberschuss und andererseits die unkontrollierte Freisetzung
von Entziindungsmediatoren unter dem Einfluss der proentziindlichen Transkriptionsfakto-
ren NF-kB und STAT1. Der resultierende Gewebeschaden kann dabei die kurative Funktion
der Reperfusion deutlich konterkarieren. Beispielhaft sei hier auf tierexperimentelle Studien
zum Schlaganfall hingewiesen, in denen belegt ist, dass wiederholte Phasen kurzer Ischdmie-
reperfusionsprozeduren eindrucksvoll vor Gewebeschdden nach fulminanter Ischimie/Reper-
fusion bewahren. Dabei zeigen sich die protektiven Auswirkungen von Prikonditionierung
sowohl durch ein entsprechend verkleinertes Infarktareal als auch durch eine herabgesetzte
Apoptoserate und reduzierte Freisetzung proentziindlicher Zytokine. Wihrend auf Ebene der
Transkriptionsfaktoren pathologisch iiberschieBende Aktivititen von NF-kB und STAT1 als
Amplifikatoren des Gewebeunterganges gelten, erfiillt STAT3 eine protektive Rolle. Entspre-
chend konnte gezeigt werden, dass der IL-6/STAT3-Signalweg bei zerebraler Ischdmie in
der Maus Schutzfunktionen wahrnimmt. In diesen Untersuchungen wurde Miusen u. a. ein
Antikorper verabreicht, der an den IL-6-Rezeptor bindet und so die biologische Aktivitét
dieses Zytokins in vivo blockiert. Dass zerebrale Prikonditionierung tatsidchlich durch Akti-
vierung von STAT3 vermittelt sein kann, belegen Experimente zum protektiven Potential des
Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (G-CSF) in der Maus. Hier kann G-CSF nur
in Anwesenheit funktioneller STAT3-Proteine seine Schutzfunktionen bei Ischimie/Reperfu-
sion wahrnehmen.

Tatsdchlich stellt sich die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-kB bei Ischamie/Reperfu-
sion januskopfig dar. Eine nur moderate Aktivierung von NF-kB durch beispielsweise maBi-
ge Spiegel von IL-1 kann protektive Funktionen vermitteln. Unter diesen Bedingungen sind
wahrscheinlich anti-apoptotische Charakteristika von NF-«B hinsichtlich seiner biologischen
Funktion dominant. Diesen protektiven Eigenschaften steht Destruktion bei {iberschie3ender
und unkontrollierter Aktivierung gegeniiber. Zu Mechanismen reduzierter Aktivierung von
NF-kB unter Prikonditionierung gibt es unterschiedliche Hypothesen. Beispielhaft sei an
dieser Stelle auf die Modulation von TNFa-induzierter NF-kB-Aktivierung durch Stressgra-
nula eingegangen. Signaltransduktion von TNFa fiihrt iiber die Bindung des Adaptorproteins
TRAF2 an das ,,SxxE“-Aminosduremotiv des TNF-Rezeptors letztlich zur Aktivierung von
NF-kB und nachfolgend zur Expression potentiell gewebeschiddigender Mediatoren. Stress-
granula sind nun zytosolische Aggregate, die unter Zellstress nachweisbar werden, u. a. nach
ER-Stress durch Thapsigargin oder unter dem Einfluss von Arsen. Biochemisch handelt es sich
bei Stressgranula tiberwiegend um RNA/Protein-Aggregate, die insbesondere aus arretierten
translationalen Initiationskomplexen bestehen. Entsprechend ist die Proteinsyntheseleistung
der gestressten Zelle insgesamt herabgesetzt, obwohl gleichzeitig sogenannte Stressprote-
ine wie HSP-27, HO-1 und IL-8 vermehrt exprimiert sein konnen. In translozierten Initia-
tionskomplexen ist nun das Aminosduremotiv ,,SxxE* des eukaryotischen Initiationsfaktors
elFAGI freigelegt und konkurriert so mit dem TNF-Rezeptor um die Bindung von TRAF2.
Dies kann unter bestimmten Bedingungen zur Blockade der TNFa-Signaltransduktion mit
Reduktion pathologisch gesteigerter Aktivierung von NF-«kB fiihren. Die Folge ist Zellschutz
durch Préikonditionierung nach Stress.
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Wir haben bereits die Prikonditionierung im Sinne von Adaptationsprozessen eingefiihrt.
Diese sind fiir den Gesamtorganismus zweifellos essentiell. So ist beispielsweise die bei Hy-
pertonie oder Herzinfarkt zu beobachtende Myokardhypertrophie eine wichtige kompensato-
rische Strategie zur Erhaltung vitaler physiologischer Funktionen. Chronische Hypertrophie
gilt jedoch als pathologisch und somit folgerichtig als Risikofaktor spéteren Herzversagens.
Neben der Myokardhypertrophie ist die Insulinresistenz ein weiteres Beispiel fiir archaische
Adaptationsmechanismen mit pathophysiologischer Relevanz. Zytokine wie TNFo und IL-1
sind in der Lage, im Rahmen von Entziindungsprozessen beziehungsweise Immunaktivie-
rung Insulinresistenz hervorzurufen. Dies kann als essentieller Adaptationsmechanismus bei
erhohtem Glukosebedarf von Leukozyten im Fall einer fulminanten Infektion verstanden
werden. Chronische Insulinresistenz als Folge permanenter subklinischer Entziindung im
Kontext kalorienreicher Erndhrung und mangelnder Bewegung fiihrt jedoch bekanntermaf3en
zu Diabetes mellitus Typ II. In Anbetracht dieser Beispiele dréngt sich mithin die zu priifende
Hypothese auf, ob Verinderungen homoostatischer Regelkreise durch persistierende Adap-
tationsmechanismen das Potential in sich tragen, chronische Erkrankungen hervorzurufen.
Mithin wiren Zivilisationskrankheiten wie Allergien, Morbus Crohn und Diabetes mellitus
Typ I moglicherweise klinische Konsequenzen chronischer Adaptation an das Leben in der
modernen Industriegesellschaft.
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Prikonditionierung — Wie macht es die Natur?
Eine Ubersicht

Manfred THIEL (Mannheim)
Mit 2 Abbildungen

Zusammenfassung

Das Phidnomen der Prikonditionierung stellt ein herausragendes Beispiel fiir die Fihigkeit des Lebens dar, sich an
potentiell todliche Stressoren anzupassen. Im Fall der ischdmischen Prikonditionierung fiihren eine oder mehrere
kurze Phasen von Ischimie und Reperfusion (prikonditionierende Ischidmie) zur Ausbildung eines Schutzeffektes
vor Schidden durch eine nachfolgende linger andauernde schwere Ischdmie (Index-Ischdmie). Der Schutz durch isch-
dmische Prikonditionierung beruht auf der Bildung bzw. Freisetzung von Autocoiden, die iiber G-Protein-gekoppel-
te Rezeptoren die Entwicklung eines protektiven Gedéchtnisses induzieren. Wihrend Bradykinin und Opioidpeptide
iiber die Offnung von (mitochondrialen) ATP-sensitiven K+-Kanilen (mK xpp) und der konsekutiven Produktion von
Sauerstoffradikalen zur Ausbildung des protektiven Gedéchtnisses fiihren, kann Adenosin am Herzen nach Bindung
an Adenosin-A1/A3-Rezeptoren auch unabhingig von der Stimulation von mK+*p-Kanilen und der assoziierten
Sauerstoffradikalproduktion das protektive Geddchtnis induzieren. Das biochemische Korrelat des protektiven Ge-
déchtnisses basiert vor allem auf der Aktivierung der Proteinkinase C (PKC). In der Phase der Reperfusion bewirkt
die aktivierte PKC eine verstirkte Stimulation von Prosurvival-Kinasen bzw. Reperfusion-Injury-Survival-Kina-
se (RISKs). Zu diesen Kinasen zihlen die Phophatidylinositol-3-kinase (PI3K-B)/AKT, die MEK/Erk1/2 und die
p70S6K, die zusammen mit der PKC das Enzym, die Glykogensynthasekinase 38 (GSK3p), als Substrat gemeinsam
haben. Durch Phosphorylierung wird diese Kinase inaktiviert und die Bildung von ,,Permeability Transitionpores*
(PTPs) im Mitochondrium verhindert. Hierdurch bleibt das Membranpotential in den Mitochondrien als Vorausset-
zung fiir die Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien linger aufrechterhalten,
und der Tod der Zelle wird verzogert oder verhindert. Die Hemmung der Offnung von mitochondrialen PTPs kann
zudem durch die PKC indirekt verstirkt werden, da die PKC durch Phosphorylierung des Adenosin-A2g-Rezeptors
die Affinitét fiir Adenosin erhoht. Da der A2-Rezeptor Prosurvival-Kinasen aktivieren kann, wird hierdurch die
Stimulation von RISKs weiter verstdrkt. Damit ist Adenosin zugleich Trigger und Mediator der Protektion durch
ischdmische Prikonditionierung.

Abstract

The phenomenon of preconditioning represents an outstanding example for the capacity of life to adapt to poten-
tially lethal stressors. Ischemic preconditioning by one or several repetitive brief periods of ischemia followed by
short reperfusion provides powerful protection against a subsequent more severe ischemic episode (index ischemia).
Protection by ischemic preconditioning is mainly due to the endogenous production and release of autocoids which
acting via Gi-protein coupled receptors induce a protective memory. While bradykinine and opioid peptides exert
protection by the opening of mitochondrial ATP sensitive K+ channels (mKATP) and the subsequent production of
oxygen reactive metabolites, preconditioning by adenosine occurs independently from such signaling pathways via
binding to adenosine A1/A3 receptor sites. As a result, protein kinase C (PKC) becomes activated which during
reperfusion will stimulate prosurvival kinases or reperfusion injury survival kinases (RISKs), respectively. RISKs
comprise phosphatidylinositol-3-kinase (PI3Kf)/Akt, MEK/Erk 1/2 and p70S6K which altogether with PKC phos-
phorylate and thereby inactivate glycogen synthase kinase 3p (GSK3p). Inactivation of GSK3p finally inhibits the
opening of mitochondrial permeability transition pores (mPTPs). Inhibition of mPTP opening at the onset of reper-

15



Manfred Thiel

fusion preserves mitochondrial membrane potential, mitochondrial energy production and reduces cell death by
30-50 %. Additionally, inhibition of mPTPs is indirectly enforced by PKC because PKC mediated phosphorylation
of the adenosine A28 receptor increases its binding affinity for its ligand. As the A28 receptor stimulates prosurvival
kinases, protective signaling by RISKs becomes further strengthened. Thus, adenosine is trigger and mediator of
protection by ischemic preconditioning, respectively.

1. Einleitung

Seit Entstehung des Lebens ist es ein allgemeingiiltiges Prinzip, dass alles Leben zur An-
passung an die Natur verurteilt ist. Dies gilt insbesondere, wenn es sich um ,,widrige Le-
bensumstinde® handelt. Erleichtert wird die Anpassung durch die Fihigkeit lebender Or-
ganismen — angefangen von der einfachen Zelle, dem einzelnen Organ bis hin zum ganzen
Organismus —, eine Stressantwort zu entwickeln. Leben und Stress gehdren damit untrennbar
zusammen. Der Pionier der Stressforschung Hans SELYE brachte es auf den Punkt mit den
Worten: ,,Komplette Freiheit von Stress ist der Tod.* Dabei dient die Stressantwort dazu, das
Gleichgewicht im Organismus — die Homd&ostase — wieder herzustellen (ScCHULZ und GOLD
2006). Im Laufe der Evolution hat die Anpassungsfihigkeit des Lebens zu einzigartigen Bei-
spielen eines Uberlebens unter extremen Bedingungen gefiihrt. Diese reichen von Picrophilus
torridus (JONES 1981), einem thermoacidophilen Mikroorganismus, der in 1 molarer Séure
bei 60°C lebensfihig ist, tiber Rohrenwiirmer (Riftia pachyptila), die in der Tiefesee in der
Nihe von schwarzen Rauchern bei Temperaturen von bis zu 113 °C und tiber 100 atm Druck
wachsen, bis zu Kaiserpinguinen in der Antarktis, die im Winter eisigen Temperaturen von bis
zu 90 °C und Windgeschwindigkeiten von bis zu 350 km/h standhalten. Angesichts dieses
unglaublich grofien Potentials des Lebens, sich durch kurzfristige und langfristige adaptive
Mechanismen widrigen Umstidnden anzupassen, erstaunt es eigentlich nicht, dass das Phéno-
men der Priakonditionierung als Spezialfall der akuten Adaptation von Organen an widrige
Umstinde, wie sie eine nachfolgende schwere Ischdmie bzw. Hypoxie darstellen, existiert.

2. Der Begriff der Konditionierung und seine Verwendung in der Stressforschung

Der Begriff der Konditionierung findet vor allem im Bereich der Psychologie und der Pad-
agogik Verwendung und geht auf Versuche zuriick, die von Nobelpreistriger PAVLOV bereits
1904 durchgefiihrt wurden (PAvLov 2009). In diesen historischen Experimenten an Hunden
fiihrte die Konditionierung, d. h. die wiederholte zeitnahe Anbietung eines primir unabhéngi-
gen neutralen Reizes (Klang einer Glocke) zusammen mit dem natiirlichen, spezifischen Reiz
(Futter) bei Prasentation allein ohne Darbietung von Futter zur Auslosung des Speichelflusses
als einem natiirlichen Reflex. Der bisher neutrale Reiz, das Erklingen der Glocke, erwarb
durch die Konditionierung die Eigenschaft, den Reflex auszulosen. Bei der klassischen Kon-
ditionierung wurde somit eine neue Beziehung zwischen einem primér neutralen Reiz und
einem Reflex hergestellt. Bei der ischimischen Prikonditionierung hingegen, die von MURRY
erst viele Jahre spiter (1986) ebenfalls an Hunden durchgefiihrt wurde, bewirkte eine kurze
Ischiamie des Myokards eine verdnderte Reaktionslage des Organs mit der Entwicklung einer
erhohten Resistenz gegentiber einer nachfolgenden schweren Ischdmie (MURRY et al. 1986).
Beide Verwendungen des Begriffes der Konditionierung beschreiben damit unterschiedliche
Zusammenhinge, die dennoch eine Gemeinsamkeit aufweisen, ndmlich das Phianomen der
Herstellung einer Beziehung zwischen zwei Ereignissen.
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Zwischen diesen beiden historischen Experimenten von PAvLov und MURRY beschéftigte
sich NOBLE 1942 im Rahmen der Stressforschung mit den Moglichkeiten, den gesamten Or-
ganismus gegeniiber einem normalerweise todlichen Trauma resistent zu machen (NOBLE
1942). In seinen Untersuchungen wurden Ratten, deren Vorder- und Hinterldufe zusammen-
gebunden waren, in eine Art Wischetrommel gesetzt. In der Trommel befanden sich zwei
einander gegeniiberliegende Querleisten, so dass bei Rotation der Trommel die Tiere hoch-
gehoben wurden, um dann ca. 30—40 cm auf den Boden der Trommel zu fallen. Am 1. Tag
des Experimentes rotierten die Tiere zunichst fiir 200 Umdrehungen, am 2. Tag fiir 400 Um-
drehungen. NOBLE erhohte die Drehzahl pro Tag um jeweils weitere 200 Umdrehungen, bis
eine Anzahl von 1000 erreicht wurde. Wurden die Tiere ohne die Phase der langsamen Ad-
aptation des Organismus an das Trauma den 1000 Umdrehungen ausgesetzt, so iiberlebte nur
1% der Tiere, wohingegen fast alle (99 %) der adaptierten Tiere iiberlebten. NOBLE schrieb
in seinem Laborbuch iiber die Adaptation des Organismus an ein iiblicherweise todliches
Trauma folgende Bemerkungen: ,,Resistant animals, when exposed to severe trauma, appear
normal in every respect and do not show any signs of shock as encountered in normal ani-
mals prior conditioning.” JANOFF wiederholte und bestitigte die Versuche von NOBLE, und
er verwendete ebenfalls den Begriff des ,,prior conditioning* fiir den gesamten Organismus
(JANOFF et al. 1962). MURRY benutzte 1986 dann erstmals den Begriff des ,,preconditioning*
fiir die Adaptation eines einzelnen Organs, wie des Herzens, an eine potentiell todliche nach-
folgende Ischidmie.

3. Die Erstbeschreibung der Prikonditionierung

Mit seinen Versuchen wollte MURRY eigentlich genau das Gegenteil dessen erreichen, was er
am Ende beobachtete und mit dem Begriff der Prikonditionierung bezeichnete. So sollte die
Hypothese gepriift werden, dass die Effekte mehrerer kurzer Phasen einer Ischdmie sich auf
die Schidigung einer nachfolgenden Ischimie nachteilig hinzuaddieren. Gepriift wurde die-
se Hypothese am Modell des Myokardinfarktes durch das Abklemmen der linken Koronar-
arterie fiir die Dauer von 45 min. Das Ausmaf} des Infarktes wurde 4 Tage nach Reperfusion
bestimmt. Die kurzen Phasen von Ischdmie/Reperfusion bestanden aus 5 Zyklen von jeweils
5-miniitiger bzw. 3-miniitiger Dauer. Im Vergleich zur Kontrollgruppe trat bei Vorbehandlung
jedoch keine Zunahme, wie erwartet, sondern eine Reduktion des Myokardinfarktareals um
durchschnittlich 75 % ein (MURRY et al. 1986). Das Besondere an diesem in nachfolgenden
Versuchen gut reproduzierbaren Ergebnis war die Tatsache, dass es offensichtlich durch isch-
damische Vorbehandlung gelang, natiirliche Mechanismen zu induzieren, die eine hochstwirk-
same Protektion des ansonsten gegeniiber einer Ischimie bzw. Hypoxie so empfindlichen
Myokards erzeugten. Dieses enorme Schutzpotential von korpereigenen Mechanismen war in
diesem Ausmal bis zur Entdeckung MURRYS nicht bekannt und stellte einen starken Impuls
fiir deren Erforschung dar.

4. Die Prikonditionierung wird durch G;-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt

Durch die grundlegenden Arbeiten der Physiologen BERNE in den USA (BERNE 1963) und
GERLACH in Deutschland (GERLACH et al. 1963) iiber die metabolische Regulation der Myo-
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kardperfusion war bekannt, dass Adenosin als Abbauprodukt von Adeninnukleotiden bei
Storungen im Energiestoffwechsel in Folge einer Ischdmie schnell gebildet wird. Danach be-
wirkt jede Ursache, die zu einer Minderversorgung des Myokards mit Sauerstoff fiihrt, einen
gesteigerten Abbau von ATP iiber ADP, AMP, bis hin zur Bildung von Adenosin. Dabei kann
die Sauerstoffminderversorgung des Myokards relativ oder absolut sein. Ein relativer Sauer-
stoffmangel kann durch Erhchung der Arbeitsleistung des Myokards, z. B. infolge Nachlast-
steigerung oder Schlagfrequenzerhthung, bedingt sein, ein absoluter Mangel kann z. B. in-
folge einer Stenosierung der Koronararterien eintreten. Das infolge des gesteigerten Abbaus
der Adeninnukleotide vermehrt gebildete Adenosin vermag an spezifische Rezeptoren der
Koronargefifle zu binden, diese zu dilatieren und somit der Ursache seiner Entstehung, der
Gewebeischimie bzw. -hypoxie, durch Verbesserung der Koronarperfusion entgegenzuwir-
ken. Vor dem Hintergrund dieser Arbeiten lag es nahe, die Rolle von Adenosin bei der isch-
damischen Prikonditionierung des Myokards zu priifen. Liu konnte tatsdchlich auch erstmals
zeigen, dass das Phidnomen der ischdmischen Prikonditionierung durch einen unspezifischen
Adenosinrezeptorantagonisten, dem 8-Sulfophenyltheophyllin aufgehoben wurde (LU et al.
1991). Da eine der ischdmischen Prikonditionierung vergleichbare Protektion durch die Infu-
sion von Adenosin oder durch die Applikation eines Adenosin-A1-Rezeptor-Agonisten, des
PIA, hervorgerufen werden konnte, lagen zudem Befunde vor, die dafiir sprachen, dass die
Schutzwirkung der ischdmischen Prikonditionierung durch die Entstehung von Adenosin und
seiner Bindung an A1-Rezeptoren ausgelost wird. Es folgten dhnliche Versuche, in welchen
die Rolle weiterer korpereigener Botenstoffe bei der ischdmischen Prikonditionierung unter-
sucht wurde. Da Al-Rezeptoren G;-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind, konzentrierte sich
die Priifung auf Substanzen, von denen bekannt war, dass sie ebenfalls an G;-gekoppelte Re-
zeptoren binden. Neben Adenosin konnte durch die Infusion von Katecholaminen (BANERJEE
et al. 1993), Angiotensin II (L1u et al. 1995), Endothelin-1 (WANG et al. 1996) und Acetyl-
cholin (OLDENBURG et al. 2003) eine der ischdmischen Prikonditionierung (IPC) vergleich-
bare Schutzwirkung erzielt werden. Allerdings konnte durch Einsatz von spezifischen Anta-
gonisten die IPC-induzierte Protektion nur durch Antagonismus an den Bradykinin- (WALL
et al. 1994) und Opioidrezeptoren (SCHULTZ et al. 1995) aufgehoben werden. Dies legte den
Schluss nahe, dass vor allem die G;-gekoppelten Rezeptoren fiir Adenosin, Bradykinin und
Opioide an der Induktion der Protektion durch ischamische Prikonditionierung beteiligt sind.
Im Gegensatz dazu spielen die anderen Rezeptorarten eher eine untergeordnete Rolle. Dies
diirfte auf der unzureichenden Bildung ihrer physiologischen Liganden wihrend der prikon-
ditionierenden Ischdmie beruhen.

5. Die ,,Multiple Trigger Theory*

DowNEY und Mitarbeiter entwickelten am Herzen des Kaninchens ein hochstandardisier-
tes Modell fiir die ischamische Prikonditionierung. Sie zeigten, dass eine additive Wirkung
fiir die oben genannten Triggersubstanzen besteht, die wihrend einer priakonditionierenden
Ischiimie endogen gebildet werden. Erst bei Uberschreiten einer sogenannten ,,Preconditio-
ning Threshold* infolge Summation der Einzelwirkungen der Triggersubstanzen wird die
protektive Wirkung durch die ischdmische Prikonditionierung ausgelost. Dieses Konzept der
»~Multiple Trigger Theory* beinhaltete somit die parallele und additive Aktivierung von Ade-
nosin-, Bradykinin- und Opioidrezeptoren und basierte auf folgenden Befunden (Goto et al.
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1995): Mafinahmen, die beispielsweise ein Erreichen der Schwelle verhinderten, liefen eine
ischamische Priakonditionierung erfolglos bleiben. Dies war der Fall, wenn man zu kurz pri-
konditionierte (3 min anstelle von 5 min ischdmischer Prikonditionierung), oder wenn einer
der Trigger pharmakologisch durch einen spezifischen Antagonisten an seinem zugehdrigen
Rezeptor ausgeschaltet wurde (5 min ischdmische Priakonditionierung, jedoch Blockade von
Bradykinin-Typ2-Rezeptoren). Andererseits konnte auch bei einer an und fiir sich zu kurzen
Prikonditionierungsdauer die Prikonditionierungsschwelle dennoch erreicht werden, wenn
z. B. der Abbau eines Mediators verhindert wurde. Dies war z. B. bei Anwendung von ACE-
Hemmern der Fall, die den Abbau von Bradykinin verzégern (3 min ischdmische Priakonditio-
nierung und ACE-Hemmer). Die additive, synergistische Wirkung von Adenosin, Bradykinin
und endogenen Opioidpeptiden reflektiert zugleich eine gewisse Redundanz. Bei Ausfall ei-
nes dieser Systeme kann so bei ausreichender Erhohung der Prikonditionierungsdauer den-
noch die Prikonditionierungsschwelle erreicht und eine Protektion erzielt werden. Bemer-
kenswert ist, dass die hierfiir hauptverantwortlichen Triggersubstanzen in drei verschiedenen
Kompartimenten gebildet werden. Aus dem Stoffwechsel des Myokards stammt Adenosin
(metabolische Komponente), aus dem Intravasalraum Bradykinin (humorale Komponente)
und aus dem Nervensystem verschiedene Opioidpeptide (nervale Komponente).

6. Das Modell der ischimischen Prikonditionierung in den 1990er Jahren

GemiB der ,,Multiple Trigger Theory* war bekannt, dass es im Wesentlichen die drei G;-Pro-
tein-gekoppelten Rezeptoren fiir Adenosin, Bradykinin und endogene Opioidpeptide waren,
welche die wichtigste Rolle in der Auslosung der Protektion durch ischdmische Prikondi-
tionierung einnahmen. Unklar hingegen war jedoch, welche Signalwege nach Besetzung des
jeweiligen Rezeptors stimuliert wurden und wie diese die erhohte Resistenz bzw. Toleranz
gegeniiber einer nachfolgenden schweren Ischimie bewirken sollten. Hierzu wurde auf der
Grundlage vor allem von tierexperimentellen Ergebnissen in den 1990er Jahren ein relativ
einfaches Modell entwickelt (Abb. 1).

Danach ging man davon aus, dass nach Binden z. B. von Adenosin an den Adenosin-Al-
Rezeptor (L1u et al. 1991), die Phospholipasen C und D (LEE et al. 2001) aktiviert werden.
Deren Produkte stellen Inositol-2,3,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) dar, die
wiederum verschiedene Unterformen der Proteinkinase-C-Familie aktivieren (YTREHUS et
al. 1994). Nach Stimulation und Translokation der Proteinkinase C (PKC) aus dem Zytosol
an die Innenseite der Zellmembran kann die PKC sarkolemmale ATP-sensitive K*-Kanile
phosphorylieren und damit deren Offnung bewirken (Gross und AUCHAMPACH 1992). Dies
sollte zu einem Ausstrom von K*-Ionen und somit zu einer Hyperpolarisation der Zellmem-
bran fithren. Mit Zunahme des Membranpotentials wiirden in der Folge spannungsabhingige
Ca2+-Kanile (VDCC, Voltage dependent Calcium Channels) verschlossen. Die Herzmuskel-
zelle wiirde auf diese Weise vor einer Uberladung mit potentiell zytotoxischen Ca2+-Ionen
geschiitzt (LIANG 1996, CAMERON und BAGHDADY 1994). Dieses Modell war schon recht gut
entwickelt, es hatte jedoch einen gewissen ,,Denkfehler. Dieser Denkfehler lag darin, dass
es nach der prikonditionierenden Ischdamie einer Reperfusionsphase bedarf, die eine Reoxy-
genierung des Gewebes ermoglicht. Nur wenn die Reoxygenierung erfolgt, konnen sich ein
Gedichtnis und der volle Schutz der ischdmischen Prikonditionierung entwickeln. Hierfiir
ist offensichtlich Sauerstoff notwendig. Dies klingt paradox, aber warum das so ist, kann aus
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Abb. 1 Mechanismen der ischdmischen Prikonditionierung — Stand der frithen 1990er Jahre. Nach Binden beispiels-
weise von Adenosin an den Adenosin-A1-Rezeptor kommt es iiber G-Protein-gekoppelte Proteine zur Signaltrans-
duktion mit Stimulation der Phospholipasen C und D, die durch Phosphorylierung die Proteinkinase C aktivieren.
Die stimulierte PKC phosphoryliert ihrerseits sarkolemmale ATP-sensitive K+-Kanile und bewirkt deren Offnung.
Dies fiihrt zu einem Ausstrom von K*-Ionen und bewirkt dadurch eine Hyperpolarisation der Zellmembran. Mit
Zunahme des Membranpotentials werden ,,Voltage dependent Ca*+ Channels (VDCC)* verschlossen, sodass die
intrazelluldre Calciumionenkonzentration abnimmt. Die Reduktion der intrazelluldren Calciumiiberladung wurde
letztlich als Ursache fiir die Protektion vor Ischimiereperfusionsschidden durch ischdmische Prikonditionierung be-
trachtet.

heutiger Sicht mit aktuellen Modellen zu den Mechanismen der ischimischen Prikonditio-
nierung erklédrt werden.

7. Die Mechanismen der Prikonditionierung aus heutiger Sicht

7.1 Die Ausbildung des protektiven Geddchtnisses

In den letzten Jahren wurden erhebliche Fortschritte in der Identifikation der Signalwege
erzielt, liber welche die klassischen Triggersubstanzen, die Opioide, Bradykinin und Adeno-
sin, zur Bildung des protektiven Gedichtnisses fiihren. Hierbei bestehen zwischen Opioiden
und Bradykinin gegeniiber dem Adenosin gewisse Unterschiede (Abb. 2). Stark vereinfacht,
bewirkt die Bindung von Opioidliganden an den zugehdrigen Rezeptor eine Aktivierung des
Enzyms Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) infolge Dimerisation und Transaktivation von
membrangebundenen ,,Epidermal Growth Factor Receptors (EGFRs)“. Die EGFR-Aktivie-
rung ist dabei das Ergebnis einer Metalloproteinase-vermittelten Spaltung von ,,Heparin bin-
ding Epidermal Growth Factor* aus einem membrangebundenem Vorldufermolekiil (KRIEG
et al. 2004a). Bradykinin kann ebenfalls nach Binden an seinen Rezeptor die PI3K aktivieren.
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Die dazwischen liegenden Schritte sind noch nicht geklart, erfordern jedoch nicht die Stimu-
lation von EGFRs (CoHEN et al. 2007). Unter Mitwirkung von phosphoinositolabhingigen
Kinasen (PDK1/2) wird die Kinase AKT phosphoryliert und aktiviert (KRIEG et al. 2004b).
Diese Kinase, auch Proteinkinase B genannt, vermag tiber die Stimulation der ,,Mitogen Ac-
tivated Protein Kinase Kinase (MAPKK)“, MEK, die nachgeordnete MAPK ERK zu phos-
phorylieren und zu aktivieren. Dies fiihrt zur Stimulation konstitutiv exprimierter NO-Syn-
thase (OLDENBURG et al. 2004), welche iiber NO-Produktion und Guanylatzyklase abhédngige
c¢GMP-Produktion die Proteinkinase G stimuliert (CosTa et al. 2005). Die PKG vermag unter
Beteiligung von Connexin und PKC-¢ die Offnung von ATP-sensitiven Kaliumkanilen in der
inneren Mitochondrienmembran zu bewirken (FORBEs et al. 2001). Die Offnung von mito-
chondrialen ATP-sensitiven K+-Kanélen stellt dabei einen wichtigen Schritt dar. Er bewirkt
nicht nur eine geringfiigige Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials, sondern auch
die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Mitochondrium. Die zugrundeliegen-
den Mechanismen sind nicht geklirt. Es gilt jedoch als gesichert, dass es dieser moderate
mitochondriale oxidative Stress ist, der schlieBlich zur Aktivierung der Proteinkinase C als
letztem Schritt fiihrt (KORICHNEVA et al. 2002). Dabei beinhaltet die aktivierte Form der PKC
die Information im Sinne eines Gedéchtnisses fiir die Induktion der Protektion mit Beginn der
Reperfusion am Ende einer nachfolgenden schweren Ischdamie.

Tatsédchlich konnte in mehreren Untersuchungen gezeigt werden, dass die pharmakolo-
gische Prikonditionierung z. B. mit Morphin oder Bradykinin durch 5-Hydroxydecanoat,
einem Inhibitor mitochondrialer ATP-sensitiver K+-Kanile (mKATP), unterbunden wird
(CoHEN et al. 2001). Dartiber hinaus wurde in diesen Untersuchungen gezeigt, dass Mercap-
toproprionylglyzin (MPG), ein potenter Radikalfdanger, den Schutzeffekt der ischamischen
Prikonditionierung eliminiert. Diese Befunde legen den Schluss nahe, dass fiir die Ausbil-
dung des protektiven Gedichtnisses der ischimische Prikonditionierung die Bildung von
Sauerstoffradikalen notwendig ist. Im Gegensatz dazu hatte weder 5-HD noch MPG einen
Einfluss auf die pharmakologische Prikonditionierung mittels Adenosin oder dem Adenosin-
Al-Rezeptoragonisten PIA (CoHEN et al. 2001). Dies bedeutet, dass Adenosin offensichtlich
weitgehend unabhiingig von der Offnung mK 4ps und der damit assoziierten ROS-Bildung die
PKC iiber die Stimulation der Phospholipasen C bzw. D direkt stimulieren kann. Insgesamt
verdeutlichen diese Befunde, dass die ischdmische Prikonditionierung auf unterschiedlichen,
aber im Ergebnis redundanten Wegen erzielt werden kann. Das macht Sinn, denn wenn es um
das Uberleben geht, dann sollte dieses nicht gefdhrdet sein, wenn der eine oder der andere
Weg ausfillt oder beeintréchtigt ist.

7.2 Die Pathobiochemie des Ischdmiereperfusionsschadens

Um die molekularen Vorgéinge besser verstehen zu konnen, deren Aktivierung infolge isch-
damischer Prikonditionierung zu einem Schutz der Zelle vor dem nekrotischen oder apopto-
tischen Tod fiihrt, bedarf es einer kurzen Betrachtung der Initialmechanismen der Schidi-
gung durch Ischidmiereperfusion im nicht prikonditioniertem Gewebe. Bei Ischdmie fiihrt die
Reduktion bzw. das Erliegen der Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung zur
ATP-Depletion. Kompensatorisch ist die Energiegewinnung durch die anaerobe Glykolyse
gesteigert, mit einem erhohtem Anfall von H+-Ionen im Zytosol. Uber den Na*/H+-Austau-
scher gelangen vermehrt Na*-Ionen in die Zelle (MURPHY et al. 1991). Die Na*-Ionen kénnen
iiber den Austausch mit Ca?*-Ionen iiber den gleichnamiger Austauscher aus dem Zytosol
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Abb. 2 Mechanismen der ischdmischen Prikonditionierung — Kenntnisse heute. Wihrend einer kurzen Phase einer
Ischdmie (I) und anschlieBender Reperfusion (R) zur Prikonditionierung, sogenannte priakonditionierende Ischimie
(PC-Ischimie; siehe unten), werden endogene Opioide, Bradykinin und Adenosin gebildet. Diese binden an ihre
entsprechenden Rezeptoren, welchen die Signaltransduktion iliber G-Protein-gekoppelte Proteine gemeinsam ist.
Wihrend Opioidrezeptoren Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-abhéngig unter Transaktivation von src-
Tyrosinkinasen den Phosphoinositolkinase-3(PI3K)/Akt-Kinase-Signalweg aktivieren, erfolgt die Stimulation des
PI3K/Akt-Signalweges durch Bradykinin EGFR-unabhéngig. Es folgt die Aktivierung von NO-Synthase (NOS) und
iiber NO->cGMP die Stimulation der Proteinkinase G (PKG). Die PKG induziert die Offnung ATP-sensitiver Ka-
liumkanile in der inneren Mitochondrienmembran und bewirkt hierdurch eine geringfiigige Depolarisation mit der
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). ROS sind starke Stimulatoren der Proteinkinase C (PKC), die in
ihrer aktivierten Form die Information einer vorausgegangenen Prikonditionierung im Sinne eines Gedichtnisses
tragt. Da ROS nur bei Verfiigbarkeit von Sauerstoff gebildet werden, erklért dies die Notwendigkeit einer kurzen
Reperfusion, um ein protektives Geddchtnis auszubilden. Im Gegensatz dazu kann Adenosin unabhéngig von der
Offnung mitochondrialer ATP-sensitiver K+-Kanile und der ROS-Produktion die PKC direkt stimulieren. Nach einer
schweren Ischidmie (Index-Ischdmie) kommt es im Falle einer vorangegangen ischdmischen Prikonditionierung in
der Phase der Reperfusion zur Stimulation von ,,pro survival kinases*, den sogenannten ,,Reperfusion Injury Survival
Kinases (RISK)“. Alle diese Kinasen haben mit der PKC gemeinsam, dass sie die Glykogen-Synthetase-3 (GSK-
3PB) phosphorylieren. Durch die Phosphorylierung der GSK-3p wird deren Aktivitit gehemmt und die Offnung von
mitochondrialen ,,Permeability Transitionpores (mPTP)*“ vermindert. Hierdurch wird das Ausmal} des Ischdmie-
reperfusionsschadens in prikonditioniertem Gewebe erheblich reduziert. Verstirkt werden kann die Stimulation der
,pro survival kinases* durch die Aktivierung von Adenosin-A2g-Rezeptoren. A25-Rezeptoren sind niederaffin und
werden deshalb erst bei hohen Adenosinkonzentrationen stimuliert. Die Affinitdt der A2z-Rezeptoren wird jedoch
nach Phosphorylierung durch die wihrend der Prikonditionierung aktivierte PKC wesentlich erhoht, sodass die akti-
vierte PKC die A2g-Rezeptor-abhingige Stimulation der RISKs wesentlich steigern kann. Adenosin ist damit Trigger
und Mediator des Schutzeffektes bei der ischdmischen Prikonditionierung.
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entfernt werden, allerdings zum Preis des vermehrten Einstroms von CaZ+-Ionen in das Zell-
innere. In der Situation eines Energiedefizits konnen zudem ATP-abhingige Mechanismen
der Na*- und der Ca?*-Homdoostase nicht adidquat erfolgen (Erliegen der Na+K+-ATPase und
der CA2+-ATPase). Die Folgen sind eine zunehmende Azidifizierung und Calciumiiberladung
der Zelle. Eine weitere Ursache des ATP-Verbrauchs liegt in der umgekehrten Funktions-
weise der FIFOATPase in der inneren Mitochondrienmembran. Ungefdhr 50 % des durch
anaerobe Glykolyse gewonnenen ATPs werden hierfiir verbraucht, um das Membranpoten-
tial (Ay) im Mitochondrium anndhernd aufrechtzuerhalten (JENNINGS et al. 1991). Dieser
Kompensationsmechanismus ist mitverantwortlich fiir den Einstrom der Ca2*-Ionen iiber den
mitochondrialen Ca+-Uniporter. Dariiber hinaus sprechen einige Befunde dafiir, dass es auch
zu einer Umkehr in der Funktion des mitochondrialen Na+*Ca?+-Tauschers wihrend Ischimie
kommt, ebenfalls mit dem Ergebnis des verstirkten Einstroms zytosolischer CaZ*-Ionen in
den mitochondrialen Matrixraum. Wihrend Ischdmie kommt es damit zu einer Abnahme der
ATP-Konzentration, zu einem Abfall des pH-Wertes, zu einer Uberladung mit CaZ*-Ionen
und zu einer Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials. Die Bildung von Sauer-
stoffradikalen spielt wihrend der Ischdmie jedoch nur eine untergeordnete Rolle.

Mit der Reperfusion hingegen nimmt die Produktion von Sauerstoffradikalen im Zytosol
also auch im Mitochondrium stark zu. Zudem steigt der pH-Wert wieder an. Diese Kon-
stellation einer erhohten ROS-Produktion und einer nun wieder beginnenden Abnahme der
freien Protonenkonzentration begiinstigt bei der inzwischen erfolgten Ca?*-Akkumulation
die Offnung von grofmolekularen Poren in der Mitochondrienmembran (HAUSENLOY et al.
2004, JuHAszovA et al. 2004). Bis heute ist der Aufbau dieser Poren, der sogenannten mito-
chondrialen Permeability Transition Pores (mPTPs), nicht vollstindig verstanden (JUHASZO-
VA et al. 2008). Man nimmt an, dass diese aus drei Komponenten bestehen: einem ,,Voltage
Dependent Anion Channel (VDAC)* in der dufleren Mitochondrienmembran, der ,,Adenin
Nucleotide Translocase (ANT)* in der inneren Mitochondrienmembran und mitochondrialem
Cyclophilin an der Innenseite der inneren Mitochondrienmembran.

Mit der C)ffnung der mPTPs stromen verstiarkt Na+-, Ca2+-Ionen und Wasser in das Innere
des Mitochondriums ein. Das Membranpotential bricht zusammen, die oxidative Phosphory-
lierung kommt zum Erliegen. Durch Schwellung der Mitochondrien kann die duflere Mem-
bran der Organellen zerreiflen, und aus dem mitochondrialen Intermembranraum werden
proapoptotische Faktoren wie das Cytochrom C in das Zytosol freigesetzt. In Abhingigkeit
der Ausprigung dieser Vorginge resultiert der Tod der Zelle, wobei sich das Spektrum von
der Nekrose bis zur Apoptose erstrecken kann. Doch tiber welche Mechanismen wird in pré-
konditionierten Zellen die Offnung der mPTPs verhindert?

7.3 Die Schutzmechanismen in der Reperfusion

Urspriinglich nahm man an, dass die ischdmische Priakonditionierung die Verarmung der Zellen
an ATP wihrend der Ischdmie vermindert und so ihre schiitzende Wirkung entfaltet (MURRY
etal. 1991). Diese Auffassung wurde jedoch durch Befunde von HAUSENLOY herausgefordert.
Die Ergebnisse HAUSENLOYS legten den Schluss nahe, dass die ischdmische Prikonditionie-
rung vor allem erst nach der Ischdmie, d. h. mit Beginn der Reperfusion, protektiv wirkt. So
konnte gezeigt werden, dass die ischdmische Prikonditionierung die PI3K-Akt als auch die
MEKI1/2-ERK1/2-Kaskade und die p7056K-Kinase in der Reperfusion aktiviert, und dass be-
reits die pharmakologische Hemmung von nur einer der genannten Signalkaskaden in der frii-
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hen Phase der Reperfusion die Protektion durch die ischdmische Prikonditionierung beseitigte
(HAUSENLOY et al. 2005). Diese Befunde waren insofern revolutionér, als sie die Moglichkeit
beinhalteten, bei Patienten, die mit einem Gefdlverschluss in die Klinik kommen, protektive
Signalkaskaden der ischdmischen Prikonditionierung pharmakologisch zu aktivieren — und
dies vor allem bevor man therapeutisch reperfundiert. In der Tat gibt es eine Vielzahl von Sub-
stanzen (sieche Abschnitt 9. Postkonditionierung), die bei Applikation kurz vor oder mit Beginn
der Reperfusion in der Lage sind, das Myokard zu schiitzen. All diesen Substanzen ist die
Stimulation der oben genannten Signalkaskaden gemeinsam. HAUSENLOY bezeichnete die in
der frithen Reperfusion IPC-abhéngig stimulierten und protektiv wirksamen Kinasen mit dem
Uberbegriff der Prosurvival-Kinasen (HAUSENLOY et al. 2005). Heute werden sie auch unter
den Reperfusion-Injury-Survival-Kinasen (RISK) zusammengefasst. Ihnen gemeinsam ist ein
Substrat, das ein Enzym darstellt. Es handelt sich dabei um die Glykogensynthasekinase-3[3
(GSK-3B). Die GSK-3p représentiert eine von zwei Isoformen (o und ) des gleichnamigen En-
zyms. Die GSK-3f wird konstitutiv mit relativ hoherer Aktivitit gegeniiber der GSK-3a-Form
in Kardiomyozyten exprimiert. Neben den RISKs wird die GSK-3f insbesondere auch durch
die PKC phosphoryliert, aber auch andere iibergeordnete Kinasen, wie die cAMP-abhingige
Proteinkinase A (PKA), konnen die GSK-3f phosphorylieren. Durch die Phosphorylierung der
GSK-3p wird das Enzym inaktiviert. Dies wurde als ein wichtiger Schritt bei der Protektion
durch ischdmische Prikonditionierung aufgezeigt (TONG et al. 2002). Die Inaktivierung der
GSK-3p bewirkt dabei tiber bis heute noch nicht geklirte Mechanismen eine Verzégerung der
Offnung der mPTPs in der Reperfusion. In eleganten Untersuchungen zeigte HAUSENLOY tat-
sdchlich auch erstmals, dass es durch die ischdmische Prikonditionierung zu einer Hemmung
der Offnung von mPTPs kommt (HAUSENLOY et al. 2004). JuHASZOVA demonstrierte nach
Inhibition der GSK-3B-Enzymexpression durch ,.knock-down* mittel siRNA eine signifikante
Steigerung der Zeitspanne bis zur ROS-induzierbaren Offnung von mPTP in neonatalen Kar-
diomyozyten (JUHASZOVA et al. 2004). Die zentrale Rolle einer Hemmung der Aktivitét der
GSK-3p wurde dariiber hinaus in Untersuchungen bestitigt, in welchen Kardiomyozyten von
transgenen Miusen verwendet wurden, die in Position 9 des Enzyms eine gezielte Mutation
fiir Ser-9 durch Ersatz mit Alanin aufwiesen. Die GSK-33S9A-Mutante stellt eine signalre-
sistente Form dar, die stindig aktiv bleibt, da sie nicht phosphoryliert und damit nicht inak-
tiviert werden kann. Wihrend Zellen aus Wildtypméusen hypoxisch prikonditioniert werden
konnten, war eine hypoxische Prikonditionierung von Zellen aus GSK-33S9A-Mutanten nicht
mehr moglich (HAUSENLOY et al. 2004).

Die phosphorylierungsabhingige Inaktivierung der GSK-3p reprisentiert damit einen es-
sentiellen Schritt, auf welchen viele verschiedene kardioprotektive Signalwege konvergieren.

Die GSK-3p vermag zudem selbst viele Substrate zu phosphorylieren. Dazu zéhlen eine
grof3e Zahl an Transkriptionsfaktoren, Kinasen und andere Enzyme (MURPHY und STEENBER-
GEN 2005). Die GSK-3p bevorzugt dabei Substrate, die bereits durch andere Kinasen phospho-
ryliert wurden (,,sogenannte geprimte Substrate*). Diese Priferenz fiir ,,geprimte Substrate*
lasst eine integrative Rolle der GSK-3f fiir multiple Signalwege erkennen. Unter anderem
wird der pro-apoptotische Faktor BAX durch die GSK-3[3 phosphoryliert und seine Transloka-
tion in Mitochondrien induziert. Durch Inaktivierung der GSK-3f wird die Phosphorylierung
von BAX vermindert. Es gibt dariiber hinaus viele andere Enzyme aus dem Metabolismus,
die durch die GSK-3f phosphoryliert werden. Angesichts dieser grofien Vielfalt an Substraten
der GSK-3p ist es schwierig, die Mechanismen zu identifizieren, die nach Inaktivierung der
GSK-3p zur Kardioprotektion fiihren. Da die Hemmung der Aktivitit der GSK-3p die Offnung
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mitochondrialer PTPs verzogert, erscheint es vielversprechend, die Interaktion des Enzyms
mit weiteren mitochondrialen Zielstrukturen genauer zu analysieren. Dabei sind viele direkte
und indirekte Interaktionen zwischen der GSK-3f und mPTPs vorstellbar.

8. Amplifikation der Aktivierung von RISKs durch die PKC-abhéngige Aktivierung
des Adenosin-A2g-Rezeptors

Die ischdamische Prikonditionierung entfaltet ihre protektive Wirkung innerhalb der ersten
Minuten der Reperfusion. Vor diesem Zeitpunkt ist es zur Entwicklung eines protektiven
Gedichtnisses gekommen, das u. a. von der Bildung von ROS und der Aktivierung der PKC
abhéngt. Die PKC kann jedoch nicht nur die GSK-3f direkt phosphorylieren, sondern ver-
mag auch auf eine indirekte Weise dieses Schliisselereignis zu stimulieren. So wurde ge-
zeigt, dass eine pharmakologische Stimulation von A23-Rezeptoren die protektive Kaskade
der RISKSs aktivieren kann (PHILIPP et al. 2006). A2z-Rezeptoren sind jedoch niederaffine
Rezeptoren, die nur bei hohen Konzentrationen von Adenosin (> 2 — 20 uM) stimuliert wer-
den. Wenngleich eine Ischdmie zu hohen Konzentrationen von Adenosin in der Reperfusion
fiihrt, reichen diese kaum aus, um A2g-Rezeptoren im groieren Umfang zu aktivieren. Aber
kann daran eine vorhergehende ischdmische Prikonditionierung etwas dndern? Mogliche
Antworten auf diese Frage konnten sein, dass eine ischdmische Prikonditionierung die Ade-
nosinkonzentrationen wihrend der Reperfusion noch stédrker ansteigen ldsst oder die Emp-
findlichkeit der A25-Rezeptoren fiir Adenosin steigert. Gegen Ersteres spricht die Beobach-
tung, dass nach einer ischdmische Prikonditionierung die ATP-Konzentrationen im Gewebe
wihrend der nachfolgenden Ischimie besser aufrechterhalten werden. Fiir eine Erhhung der
Sensitivitdt des A2;-Signalweges sprechen hingegen Befunde, die zeigen, dass eine Protek-
tion durch Infusion von Phorbolmyristateacetate (PMA), einem starken Aktivator der PKC,
zum Zeitpunkt der Reperfusion durch den A2;-Rezeptorantagonisten MRS1754 (Kuno et al.
2007) aufgehoben wird. Dies spricht dafiir, dass die Aktivierung der PKC der Stimulation von
A2g-Rezeptoren vorausgeht. Folgerichtig bedeutet dies, dass die Sequenz der Aktivierung
der PKC und der Adenosinrezeptoren in der Reperfusion umgekehrt zu ihrer Abfolge in der
Triggerphase erfolgt.

Unterstiitzt wird diese Schlussfolgerung durch Experimente, in welchen A2-Rezeptoren
mit dem hochpotenten Adenosinrezeptor-Agonisten NECA stimuliert wurden. Wenngleich
NECA ein unspezifischer Adenosinrezeptor-Agonist ist, wurde er noch bis vor kurzem in der
Adenosinrezeptorforschung zur Stimulation von A2-Rezeptoren eingesetzt. Bei Behandlung
von nicht ischdmischen Herzen mit NECA konnten die RISKs Erk-1/2, PI3K und p70S6K
aktiviert werden, und es stellte sich die Frage, ob durch Vorbehandlung mit PMA oder durch
ischdmische Prikonditionierung die Empfindlichkeit des Myokards gegeniiber NECA noch
weiter gesteigert wird. Die Behandlung von nicht ischdmischem Myokard mit PMA oder
ischdmischer Prakonditionierung alleine hatte keinen Einfluss auf die Stimulation der RISK-
Signalwege. In beiden Fillen der Vorbehandlung fiihrte dies jedoch zu einer ausgeprigten Re-
duktion der Konzentration von NECA, die fiir eine Stimulation von RISKs notwendig war.

Basierend auf diesen Befunden wurde der Schluss gezogen, dass die Protektion durch
ischdmische Prikonditionierung auf einer Aktivierung der PKC beruht, die die Empfindlich-
keit des Herzens gegeniiber Adenosin in der Reperfusion erhoht, sodass endogen gebildetes
Adenosin an A2z-Rezeptoren mit wesentlich hoherer Affinitéit binden und die Kaskade der
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RISKSs verstérkt stimulieren kann. Tatsdchlich konnte eine Steigerung der Sensitivitit der
A2g-Rezeptoren durch die PKC-abhingige Phosphorylierung als dem zugrundeliegenden
Mechanismus aufgezeigt werden (KuNo et al 2007). Damit ist Adenosin nicht nur Trigger,
sondern auch Mediator der Protektion durch die ischdmische Priakonditionierung.

9. Postkonditionierung

Jiingste Untersuchungen bestitigen, dass der A2z-Rezeptor eine wichtige Funktion in der
Vermittlung des Schutzeffektes der ischdmischen Prikonditionierung am Herzen (ECKLE et
al. 2007) und der Niere (GRENZ et al. 2007) spielt. Bei der Protektion der Leber durch hypo-
xische Pridkonditionierung sind A2z-Rezeptoren ebenfalls von grofler Bedeutung. Aufgrund
der PKC-abhingigen Phosphorylierung des A2z-Rezeptors und dessen Affinititszunahme fiir
Adenosin, insbesondere in der Reperfusion, erstaunt es nicht, dass es zunehmend mehr Hin-
weise dafiir gibt, dass dieser Rezeptortyp auch beim Phianomen der Postkonditionierung eine
erhebliche Rolle spielt. Unter dem Phidnomen der ischdmischen Postkonditionierung (PostC)
versteht man den Schutz vor Reperfusionsschidden durch die wiederholte Applikation kurzer
Ischdmien wihrend der Reperfusion nach einer andauernden Ischdmie. Im Gegensatz zur
ischdmischen Préikonditionierung sind jedoch die Unterbrechungen der Reperfusion wesent-
lich kiirzer und betragen in der Regel weniger als 60 s (PENNA et al. 2008). Man konnte auch
von einer Art modifizierten Reperfusion sprechen. Bemerkenswert ist, dass der Schutzeffekt
durch Postkonditionierung im Ubrigen genauso stark ausgeprigt sein kann, wie er durch Pri-
konditionierung erzielbar ist (ZHAO et al. 2003). Von grof3er klinischer Bedeutung an der Post-
konditionierung ist, dass diese Art der Reperfusion auch erst nach einer bereits eingetretenen
Ischémie, d. h. also erst mit Beginn der Reperfusion, Mechanismen in Gang setzt, die einen
Schutz vor weiteren Schiaden ermoglichen. Die Stimulation von Adenosin-A2g-Rezeptoren
erscheint hierfiir vielversprechend zu sein, nachdem deren Aktivierung als urséchlich fiir die
RISK-abhingige Protektion bei der Postkonditionierung von mehreren Gruppen aufgezeigt
wurde (PHILIPP et al. 2006, KuNo et al. 2007).

10. Das Second Window of Protection

Nach erfolgter ischdamischer Prikonditionierung besteht der anti-ischdmische Schutz nur fiir
eine begrenzte Dauer von ca. 1 h. Danach geht die Protektion wieder verloren. Dieser unge-
schiitzten Phase folgt ca. 12 h spiter eine zweite Phase, in welcher erneut das zuvor prikondi-
tionierte Organ vor den Folgen einer Ischamie/Reperfusion geschiitzt ist. Man spricht von ei-
nem zweiten Fenster der Protektion (,,Second Window of Protection, SWOP*) (YELLON und
BAXTER 1995). Zwischen beiden Phasen der Protektion bestehen grundlegende Unterschiede.
Der Schutz durch die klassische ischdmische Prikonditionierung setzt rasch, d. h. innerhalb von
Minuten ein. Er ist stark ausgeprigt, hélt allerdings — wie bereits erwédhnt — nur fiir 1 bis 2 h an.
Der Schutz im zweiten Zeitfenster entwickelt sich erst nach 12 bis 24 h, ist schwicher wirksam,
hilt jedoch bis zu 3 Tage lang an. Die klassische ischdmische Prikonditionierung ist von der
Synthese von Proteinen unabhingig und beruht, wie dargestellt, auf der Aktivierung von Si-
gnalkaskaden durch Kinasen und somit auf der posttranslationalen Modifizierung von Proteinen
durch Phosphorylierung und deren Translokation zwischen raumlichen bzw. funktionell unter-
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schiedlichen Kompartimenten innerhalb der Zelle. Die Protektion im SWOP basiert hingegen
auf der De-novo-Synthese von Enzymen. Sie kann damit durch Inhibitoren der Proteinbiosyn-
these, z. B. durch Cycloheximid, gehemmt werden. So bewirken die Trigger der ischdmischen
Prikonditionierung nicht nur eine schnelle Stimulation protektiver Signalwege im Sinne der
klassischen Protektion, sondern auch eine mehr Zeit benétigende Aktivierung von Transkrip-
tionsfaktoren, wie NfkB, AP-1 oder des JAK/STAT-Signalweges, die nach Translokation in den
Zellkern zu einer erhdhten Expression von Enzymen fiihren. Diese Enzyme schiitzen, indem sie
anti-oxidativ wirken oder die Aktivitit von Stoffwechselprozessen steigern, deren Produkte zy-
toprotektive Wirkungen besitzen. Neben der Expression von Superoxiddismutase, Gluthathion-
peroxidase usw. ist vor allem die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) fiir die
Ausbildung der Protektion im SWOP wichtig. Der Bildung von NO kommt dabei eine wichtige
Rolle in der Expression weiterer, nachgeordneter Enzyme mit zytoprotektiven Wirkungen zu.
Eine kostimulierende Wirkung von NO auf die Expression der Cyclooxygenase Typ 2 (COX-2)
und der Himoxygenase — 1 (HO-1) wurde aufgezeigt und wirkt zusitzlich protektiv. Die Me-
chanismen des SWOP sind damit bei weitem nicht dargestellt; dies wiirde den Rahmen dieser
kurzen Ubersicht sprengen. Der interessierte Leser findet weiterfiihrende Informationen in den
Ubersichtsarbeiten von PAGLIARO et al. (2001) bzw. Das und Das (2008).

11. Aktuelle Mechanismen und neueste Erkenntnisse

11.1 Hypoxie-induzierbarer Faktor 1: O,-Sensor und Adapter des Organismus an Hypoxie

Der Hypoxie-induzierbare Faktor 1 (HIF-1) ist ein Transkriptionsfaktor, der zugleich als ein
biologischer Sensor fiir Sauerstoff entdeckt wurde (WANG et al. 1995). HIF-1 erlaubt einem
aeroben Organismus, sich durch Verinderung seiner Genexpression an eine Hypoxie anzu-
passen. HIF-1 besteht aus zwei Untereinheiten. Die HIF-1a-Untereinheit ist O, labil, denn sie
enthilt eine O,-abhidngige Abbaudomine. Unter Normoxie fiihrt der verfiigbare Sauerstoff
zur Hydroxylierung der Aminosiure Prolin an zwei Positionen in der a-Untereinheit, sodass
sie nach der Von-Hippel-Lindau-Faktor-abhédngigen Ubiquitinilierung im Proteasom abge-
baut werden kann. Unter hypoxischen Bedingungen unterbleibt die O,-abhingige Prolyl-
hydroxylierung und damit der Abbau der HIF-1a-Untereinheit mit Stabilisierung des Faktors.
Nach Dimerisation der unter Hypoxie stabilisierten HIF-1a-Untereinheit mit der konstitutiv
exprimierten HIF-1B-Untereinheit entsteht der Transkriptionsfaktor HIF-1. Seine Hauptauf-
gabe ist die Transkription von Genen, die iiber Veridnderungen des Sauerstofftransportes, des
Stoffwechsels und der Inflammation eine Anpassung des Organismus an eine Hypoxie er-
moglichen. Die Hochregulation der Erythropoese iiber die Expression des Hormons Erythro-
poeitin fiihrte 1992 zur Entdeckung von HIF-1. Uber die transkriptionelle Steigerung der
VEGF-Expression verbessert HIF-1 die Vaskularisation und damit die Perfusion im Gewebe.
Schliisselenzyme des anaeroben Stoffwechsels unterliegen ebenfalls seiner transkriptionel-
len Regulation. Weitere HIF-1 abhéngig bei Ischdmie/Reperfusion exprimierte und protektiv
wirksame Enzyme sind die iNOS, HO-1 und COX-2 (KENNETH und RocHA 2008). Dar-
iiber hinaus spielt HIF-1 eine wichtige Rolle in der Regulation von Zellen des unspezifi-
schen und spezifischen Immunsystems (SITKOVSKY et al. 2004). Wenngleich die Funktionen
von polymorphkernigen Leukozyten bei Fehlen von HIF-1 infolge Hemmung der anaeroben
Energiegewinnung stark beeintrichtigt werden, fiihrt die konditionale Elimination des Tran-
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skriptionsfaktors zu einer Enthemmung der Funktionen von T-Zellen mit tiberschieender
Zytokinproduktion und inflammatorischen Gewebeschdden. Da zunehmend mehr Befunde
fiir eine Aktivierung von T-Zellen als eine weitere Ursache fiir die Entwicklung inflammato-
rischer Gewebeschéden infolge Ischimie/Reperfusion sprechen (LINFERT et al. 2009), diirfte
die suppressive Wirkung von HIF-1 auf die adaptive Immunitét eine weitere protektive Wir-
kung sein (THIEL et al. 2005). Alle diese Befunde weisen dem Transkriptionsfaktor HIF-1
eine wichtige Rolle fiir die Expression von protektiv wirksamen Genen, insbesondere fiir
die Entwicklung einer verzogerten Schutzwirkung im SWOP nach hypoxischer (HPC) oder
ischdmischer Prikonditionierung zu. Dariiber hinaus spielt HIF-1 auch bei der kurzfristigen
Adaptation des Myokards an eine Ischdmie im Sinne der klassischen Prikonditionierung eine
erst vor kurzem beschriebene Rolle (Cal et al. 2008). Die Arbeitsgruppe um SEMENZA, dem
Erstentdecker von HIF-1 als Transkriptionsfaktor fiir die Hypoxie-abhingige Expression von
Erythropoetin (WANG et al. 1995), zeigte, dass HIF-1 in der Triggerphase fiir die Entstehung
von ROS in den Mitochondrien unerlésslich ist. Die HIF-1-abhéngige ROS-Produktion re-
sultiert in einer verstdrkten Aktivierung der RISKs, gemessen an der gesteigerten Phospho-
rylierung der AKT (Proteinkinase B). Dementsprechend konnte demonstriert werden, dass
der im Vergleich zu Wildtyptieren in partiell fiir die Expression von HIF-1 defizienten, he-
terozygoten Tieren (HIF-1 +/-) zu beobachtende vollstindige Verlust der durch ischdmische
Prikonditionierung induzierbaren Kardioprotektion mit einer verminderten mitochondrialen
ROS-Produktion, PTEN-Oxidation und AKT-Phosphorylierung einhergeht (Car et al. 2008).
PTEN steht fiir Phosphatasen aus der Familie der ,,Phosphatases and Tensin Homolog deleted
on Chromosome Ten® (PTEN). PTEN dephosphorylieren das von der PI3K gebildete IP3,
welches die ,,Phosphoinositide dependent Kinases 1/2 (PDK1/2)* aktiviert. Letztere Kinasen
sind fiir die Phosphorylierung und damit fiir die Aktiverung der RISKs verantwortlich. Die
PTENs wirken somit als Gegenspieler zu den durch ischdmische Prikonditionierung induzier-
baren RISKs. Aus ROS wie Superoxidanionen gebildetes Wasserstoffperoxid H,O, oxidiert
besonders leicht Sulthydrylgruppen im katalytischen Zentrum von PTEN und verursacht un-
ter Ausbildung von Disulfidbriicken deren Inaktivierung (LEE et al. 2002). Da die Aktivierung
von RISKs eine mafigebliche Rolle bei der Ausbildung der Protektion durch ischdmische
Prikonditionierung spielt, stellt die Inaktivierung von PTENs durch ROS neben der Stimu-
lation der PKC in der Triggerphase einen weiteren Mechanismus fiir die Entwicklung eines
protektiven Gedichtnisses bei der ischdmischen Prikonditionierung dar (CAl und SEMENZA
2005; siehe auch Mechanismen der Prikonditionierung aus heutiger Sicht). Im Gegensatz zu
den HIF-1-abhidngigen Mechanismen der ROS-Produktion blieb die von der mitochondrialen
Bildung von Sauerstoffradikalen unabhingige Prikonditionierung mit Adenosin bei partieller
Suppression der HIF-1-Expression unbeeintrichtigt (Cal et al. 2008). Diese neuesten Ergeb-
nisse lassen damit folgende Schlussfolgerungen zu:

— HIF-1 ist an der akuten und der verzogerten Ausbildung einer Protektion nach ischimi-
scher Prikonditionierung beteiligt.

— HIF-1 ist Teil des mitochondrialen ROS-abhingigen Signalweges der klassischen Prikon-
ditionierung.

— Vom HIF-1-mitochondrialen ROS-abhingigen Signalweg ist der von der mitochondrialen
ROS-Produktion unabhéngige Adenosinrezeptor-Signalweg zu unterscheiden. Dabei ist
nicht geklirt, welche Bedeutung die beiden Wege relativ zueinander einnehmen. Ebenso
ist unklar, ob HIF-1 iiber die Offnung von ATP-sensitiven K+-Kanilen in der inneren Mi-
tochondrienwand die Bildung von ROS induziert.
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11.2 Besondere Trigger

In Einklang mit der Rolle des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF-1) als Regulator adaptiver
transkriptioneller protektiver Antworten des Organismus in Reaktion auf eine Hypoxie steht
die Bildung von Erythropoietin (WANG und SEMENZA 1993). So zeigten fiir HIF-1a hetero-
zygote Tiere im Vergleich zu Wildtyptieren keinen Anstieg der systemischen Erythropoie-
tinkonzentrationen im Blut nach 30-miniitiger hypoxischer Prikonditionierung (CAI et al.
2003). Wihrend 24 h spiter aus Wildtyptieren entnommene Herzen gegeniiber einer schwe-
ren Ischdmie geschiitzt waren, zeigten hypoxisch vorbehandelte Herzen aus HIF-1 partiell
defizienten Tieren keine Reduktion des Infarktareals. Der in HIF-1(+/—)-Mausen fehlende
Schutzeffekt konnte jedoch durch pharmakologische Prikonditionierung mit exogen zuge-
fiihrtem Eryhtropoietin vollstindig wieder erzielt werden. Neben Erythropoietin konnen auch
Endocannabinoide eine Protektion im Sinne der Prikonditionierung induzieren (PACHER und
Hasko 2008). So existieren gute Hinweise darauf, dass Endocannabinoide, wie Anandamid
oder 2-Arachidonoylglycerol, wihrend Ischimie/Reperfusion vermehrt gebildet werden.
Diese endogenen Produkte werden einerseits bei iiberschieender systemischer Produktion,
z. B. bei einem Schockgeschehen, fiir die himodynamische Instabilitit als mitursidchlich be-
trachtet, andererseits konnen sie tiber die Stimulation von Cannabinoid-CB1- und insbeson-
dere von -CB2-Rezeptoren protektive Effekte im Sinne der Priakonditionierung auslosen (Pa-
cHER und Hasko 2008). So konnte kiirzlich im Modell des ,,remote preconditioning* gezeigt
werden, dass der anti-ischdmische Effekt einer transienten prikonditionierenden Ischidmie/
Reperfusion des Darmes durch vorhergehende Applikation eines CB2-Rezeptorantagonis-
ten, nicht jedoch eines CB1-Rezeptorantagonisten auf die Ausdehnung eines nachfolgenden
Myokardinfarktes vollstindig aufgehoben wurde (HAJRASOULIHA et al. 2008).

12. Ungeklérte Fragen und Ausblick

Wenngleich wihrend der letzten zehn Jahre erhebliche Fortschritte im Verstindnis der Mecha-
nismen gemacht wurden, die dem Phidnomen der klassischen Pri- und Postkonditionierung
zugrunde liegen, gibt es selbst auf dem Weg der bis heute erreichten Einsichten und Modelle
viele methodische Unsicherheiten und offene Fragen. Diese betreffen letztlich jeden Abschnitt
der Prikonditionierung, angefangen von der Triggerphase bis hin zur Mediatorphase. So wur-
de die Existenz von ATP-sensitiven K+-Kanilen eindeutig in der dufleren Zellmembran, nicht
jedoch zweifelsfrei in der inneren Mitochondrienmembran nachgewiesen. In diesem Zusam-
menhang muss auch die Frage nach der Selektivitit von 5-Hydroxydecanoat erhoben werden,
dessen Wirkungen als Folge der Blockade von mitochondrialen ATP-sensitiven K+-Kanilen
gelten. Schlieflich muss man davon ausgehen, dass der GSK-3 sicherlich eine wichtige,
aber nicht eine alleinige Mediatorfunktion bei der Protektion durch ischdmische Prikonditio-
nierung zukommt. Dariiber hinaus erfordern jiingste Untersuchungen mit Knock-out-M&usen
eine Uberarbeitung des Bildes vom Aufbau der mitochondrialen Perameability Transition
Pore (mPTP) (Junaszova et al. 2008). Dabei ist der Stellenwert der Grundlagenforschung
nicht hoch genug einzustufen, denn nur auf der Basis eindeutig identifizierter molekularer
Zielstrukturen und Mechanismen konnen Pharmaka entwickelt werden, die alleine oder in
Kombination, ein ,,Anschalten* protektiver Signalwege ermoglichen. Wiinschenswerte wire
hierbei je nach klinischer Situation des Patienten, entweder in Erwartung oder bei bereits ein-
getretenem ischdmischem Ereignis praventiv bzw. therapeutisch anti-ischdmische Wirkungen
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mit Hilfe der pharmakologischen Pri- und Postkoditionierung zu erzielen. Angesichts der
hohen protektiven Wirksamkeit des Phianomens der ischdmischen Prikonditionierung und
des daraus potentiell zu ziehenden klinischen Nutzens wird es sich lohnen, die molekularen
Mechanismen der Prikonditionierung zu erforschen, nicht zuletzt um zu erfahren, ,,wie es die
Natur tatsdchlich macht®.
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Abstract

Brief episodes of ischemia — either before prolonged ischemia or immediately during reperfusion — protect the heart
and other vital organs against ischemia-reperfusion injury. These phenomena are called pre- and postconditioning
and are mediated by innate cellular protective mechanisms which include the activation of G protein coupled recep-
tors and a complex network of “survival” kinases. The signaling pathways converge at the mitochondria opening the
ATP-dependent potassium channel which preserves mitochondrial structure under ischemic stress and ultimately
energy production of the electron transport chain and transfer of ATP to the cytosolic sites of ATP consumption.
Ether-derived halogenated volatile anesthetics such as isoflurane and sevoflurane mimic ischemic pre- and post-
conditioning (pharmacologic conditioning) without jeopardizing already diseased hearts. Our extensive studies in
patients undergoing coronary artery bypass graft surgery also demonstrate that volatile anesthetics elicit a highly
protective gene expression profile which is associated with improved functional activity of the heart and reduced
plasma levels of cardiac injury markers. Most recent studies from our laboratory also provide evidence that volatile
anesthetics enhance endothelial function after ischemia-reperfusion and promote tissue repair activity of stem-cell
like endothelial progenitor cells.

Zusammenfassung

Kurze Episoden von Ischdmie — kurz vor einer letalen Ischéimie oder zum Zeitpunkt der Reperfusion — schiitzen das
Herz und andere vitale Organe vor einem irreversiblen Ischdmieschaden. Diese Phidnomene heiflen Pré- und Post-
konditionierung und basieren auf zelleigenen Schutzmechanismen, die iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und
ein komplexes Netzwerk von Kinasen vermittelt werden. Die Signalwege konvergieren an den Mitochondrien und
offnen die ATP-abhéngigen Kaliumkanile, welche schlielich die Mitochondrien vor irreversiblem Strukturschiden
schiitzen und so die Energieproduktion von ATP an der Atmungskette aufrechterhalten. Moderne halogenierte Ether
wie Isofluran und Sevofluran imitieren die ischdmische Pri- und Postkonditionierung, ohne das (meist kranke) Herz
der Gefahr einer Ischdmie auszusetzten. Unsere klinischen Studien mit Patienten, die sich einer koronaren Bypass-
Operation unterziehen miissen, zeigen, dass volatile Anésthetika das Transkriptom im Herzen vorteilhaft verdndern,
was mit einer besseren Herzfunktion und reduzierten Markern fiir Gewebeschaden einhergeht. Unsere allerneuesten
Daten zeigen auch, dass volatile Anisthetika die postischdmische Endothelfunktion verbessern und die Funktion von
endothelialen Progenitorzellen (endotheliale ,,Stammzellen®) giinstig beeinflussen.

1. Ischemic Conditioning

The phenomenon of ischemic preconditioning was first described in 1986 by MURRY and
coworkers in the canine myocardium. Several (3—6) brief ischemic episodes interspersed by
equally brief reperfusion periods (lasting 2-5 min each) increase the tolerance against subse-
quent severe ischemia (test ischemia of 30—60 min or more) and significantly reduce the in-
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farct size (extent of necrosis) in the myocardial area at risk. Some years later, it was discovered
that the immediate cytoprotection subsides after a few hours to be followed by a second phase
of protection occurring 12-24 h later and lasting for 3—4 days. Signs of naturally occurring
ischemic preconditioning in patients with coronary artery disease have indeed been inferred
from the observation that pre-infarction angina reduces subsequent myocardial infarct size,
improves ventricular function and reduces arrhythmias. The notion that reoxygenation during
reperfusion induces the most severe cell damage led to the idea of modulating this process.
Subsequently, a kind of graded reperfusion regimen comprising a series of short bouts of
coronary artery occlusions (lasting for 20—60 s with equally short intervals) proved to offer
cardioprotection against the detrimental consequences of a preceding long-lasting ischemic
insult comparable to ischemic preconditioning. This procedure was termed ischemic postcon-
ditioning. Ischemic postconditioning with four episodes of 1-min balloon inflations starting
within one minute after reflow was recently performed in patients undergoing percutaneous
coronary interventions leading to a significant reduction of myocardial damage as assessed
by creatine kinase for surrogate marker. Ischemic conditioning (pre- or post-) thus induces
cytoprotection by subjecting the tissue to short-lasting ischemic stress. The immediate early
protection phase relies on signaling events, which activate innate cellular protective mecha-
nisms. The second delayed phase of protection occurring only ~20 h later seems to depend on
de novo protein synthesis after the initially triggering signals have subsided. Despite the clini-
cal observation mentioned before, treatments involving ischemic preconditioning or ischemic
postconditioning are not advisable to be employed in patients with already compromised
cardiovascular status. Pharmacological agents in lieu of ischemic conditioning may provide a
more benign approach for eliciting cardioprotection in the clinical setting.

2. Molecular Mechanisms of Cytoprotection

From the large body of literature, it emerges that a wide variety of noxious stimuli can trigger
cardioprotection including ischemia, hypoxia, heat shock, hypothermia, and CaZ* overload.
Such insults produce the liberation of transmitters and hormones (adenosine, purines, angio-
tensin-II, endothelin, opioids, bradykinin, catecholamines, acetylcholine), which act systemi-
cally or in a paracrine fashion after accumulation within the interstitial tissue, mainly by
stimulating G-protein-coupled receptors (GPCR). Depending on the type of stimuli and their
temporal occurrence, several different GPCRs may become activated together or in succes-
sion. Accordingly, different downstream signaling pathways may be activated in parallel or
in temporal succession leading to cytoprotection. Many of the targeted receptors are coupled
to phospholipase C (PLC), whose activation catalyses the hydrolysis of phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate (PIP2), generating the secondary messengers inositol 1,3,4-trisphosphate
(IP3) and diacylglycerol (DAG), which, in turn, stimulate protein kinase-C (PKC) (Fig. 1).
PKC is thought to be a central mediator of ischemic conditioning, which requires its trans-
location from the cytoplasm to anchoring proteins associated with the cytoskeleton and with
membranes of cell organelles. PKC may directly phosphorylate the effector proteins or switch
the signaling to other kinase cascades. Additional signaling pathways involved comprise the
protein kinases G, and A, members of the MAPK (mitogen activated protein kinases) family
(ERK1/2, p38, JNK and BMK1), the PI3K-PDK1-PKB(Akt) cascade, and the JAK-STAT
pathway. In particular, the PKB(Akt) and the ERK1/2 pathways may play a dominant role

34 Nova Acta Leopoldina NF 708, Nr. 375, 33-44 (2010)



Molecular and Cellular Mechanisms of Anesthetic-Induced Preconditioning

in cytoprotective signaling after ischemic conditioning and have thus been called the RISK
(reperfusion injury salvage kinase) pathways. The different signaling pathways finally con-
verge and affect the target sites of some major cytoprotective mechanisms associated with the
mitochondria including the mitochondrial ATP-dependent potassium channels (mitoKATP
channels) and the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) (Fig. 1). The sarco-
lemmal KATP channels (sarcoKATP channels) seem also to play some role under certain
conditions, particularly in small animal models like mice. Activation of the sarcoKATP chan-
nels (potassium flows out of the cell) causes membrane hyperpolarization and shortens the
duration of the action potential (AP) thus reducing Ca2* influx into the cell. Activation of the
mitoKATP channels at the inner mitochondrial membrane causes potassium to flow into the
mitochondrial matrix for regulation of the mitochondrial matrix volume, supports coupling
of the respiratory chain and ATP synthesis, attenuates Ca?* entry from the cytoplasm, and
inhibits apoptosis. Activation of the KATP channels during ischemia is thought to be due
to phosphorylation by Ser/Thr-kinases PKC and/or PKG (Fig. 1). The mPTP represents a
multiprotein complex comprising the adenine nucleotide transporter (ANT) at the inner mito-
chondrial membrane and the voltage-dependent anion channel (VDAC or porin) at the outer
mitochondrial membrane. Additional proteins may be associated with the mPTP at these con-
tact sites between the outer and inner mitochondrial membrane including the mitochondrial
creatine kinase (mCK), hexokinase (HK), glycerol kinase (GK), the proapoptotic Bax and
the antiapoptotic Bcl2. The mPTP and the mitoKATP channel are functionally coupled in so
far as opening of the mPTP counteracts all effects of the activated mitoKATP channel. When
the mPTP opens irreversibly solutes exchange between the cytoplasm and the mitochondrial
matrix, CaZ* enters the mitochondrial matrix, ROS are generated, the proton gradient driving
ATP synthesis collapses, and the energy production comes to a halt. Under such conditions
the ATP synthase (complex V) was observed to hydrolyze ATP thus using up what was left
as energy source. Activation of the mitoKATP channels favors closure of the mPTP and may
support survival while irreversible opening of the mPTP irrevocably leads to death. High Ca2+
in the mitochondrial matrix, cyclophilinD (peptidylprolyl cis-trans isomerase), and depolari-
zation promote opening of the mPTP. Fatal opening of the mPTP most likely occurs during
the early reperfusion phase. In principle, similar molecular mechanisms are also operative
during the delayed second window of protection. However, the signaling pathways are sup-
ported by de novo protein synthesis induced by NF-kB and other transcription factors. Nota-
bly, the survival proteins iNOS (inducible nitric oxide synthase), Bcl2 (antiapoptotic protein),
COX2 (cyclooxygenase-2), MnSOD (mitochondrial manganese superoxide dismutase), and
heat shock proteins (HSP27/70) display an increased expression after ischemic conditioning.
NF-«B is activated by dissociation from its inhibitor IkB when the latter has been phosphor-
ylated by PKC.

3. Pharmacologic Conditioning

According to the different signaling pathways triggered by ischemic pre- and postconditioning
for induction of cytoprotection, different classes of pharmaceuticals have been identified to
be able to elicit cardioprotection including opioids, adenosine and its analogues, KATP chan-
nel openers (KCO), such as cromakalim, pinacidil, diazoxide, nicorandil, and ether-derived
halogenated volatile anesthetics like isoflurane and sevoflurane. While opioids and adenosine
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have proven their cardioprotective potential in animal experiments, they did not make their
way into the clinical armamentarium for this purpose. Neither could the KCOs be clinically
used for cardioprotective therapy because their activity is not selective for the mitoKATP
channels and their major effects in vivo relate to the sarcoKATP channels of smooth muscle
cells causing vasodilatation. An interesting pharmacodynamic profile has been demonstrated
for the anti-arrhythmic drug bepridil, which exhibits a unique combination of inhibiting the
sarcoKATP channels while activating the mitoKATP channels. On the other hand, the vola-
tile anesthetics can afford powerful cytoprotection against severe ischemia in experimental
animal models as well as in humans with coronary artery disease. Furthermore, they are the
best studied pharmaceuticals with regard to their mode of cytoprotective action not only in the
heart but also in brain, kidney and liver.

4. Cardioprotection by Volatile Anesthetics

In a series of experiments, we have delineated the major signaling pathways for volatile an-
esthetics in cardioprotection on isolated ventricular adult rat cardiomyocytes in short-term
culture by life cell imaging microscopy and on isolated beating rat hearts in the Langendorff
apparatus. Signaling by volatile anesthetics was usually compared to that elicited by ischemic
conditioning. The experiments on isolated beating rat hearts combine functional contractile
parameters with morphological (immunohistochemistry) and biochemical (immunoblotting
and enzyme activity) parameters, and were finally complemented by studies on gene activity
profiles. The effects of different commonly used anesthetics was tested on the intrinsic fluo-
rescence of mitochondrial flavoproteins as a direct measure of mitoKATP channel activity
and on survival of isolated cardiomyocytes exposed to 60 min of ischemia using subsequent
hypoosmolar trypan blue staining. Diazoxide-induced mitoKATP channel opening was inhib-
ited by the anesthetics R-ketamine and the barbiturates thiopental and pentobarbital. S-ket-
amine, propofol, midazolam and etomidate did not affect mitoKATP channel activity, while
the volatile anesthetics positively activated these channels. The significance of these modula-
tory effects of the different anesthetics on the mitoKATP channels was substantiated in the
cellular model of simulated ischemia. Infarct size and recovery of contractile parameters were
similarly improved by volatile anesthetics applied for preconditioning (VApreC) and for post-
conditioning (VApostC) when compared to ischemic pre- and postconditioning. The signal-
ing pathways for conditioning were delineated by using inhibitors and activators specific for
individual signaling components. The signaling pathways utilized by volatile anesthetics for
the early protection phase are summarized in Figure 1. Inhibition of beta-adrenergic receptors
by propranolol or of alphal-adrenergic receptors by prazosin had no effect on VA cardiopro-
tection. The two major signaling routes for VApreC are (/) AdR1 — activation of PLC — pro-
duction of IP3 and DAG - phosphorylation of PKC isoforms and subcellular translocation
resulting in activation of mitoKATP channels, and (ii) probably direct activation of NOS by
volatile anesthetics — production of NO — activation of soluble GCs by binding of NO to the
heme group of the protein — generation of the second messenger cGMP — activation of PKG
and stimulation of the mitoKATP channels (for details and abbreviations see legends of Fig.
1). Inhibition of either of the two signaling routes by any of the involved blockers partially
reduces cardioprotection. That both signaling routes converge on activating the mitoKATP
channels can be demonstrated by the almost complete inhibition of cardioprotection when
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these channels are specifically blocked by SHD. On the other hand, application of the specific
channel opener diazoxide induces the cardioprotective effects like the volatile anesthetics.
Together with ROS, NO leads to formation of POXN, which may directly activate PKC by
oxidation and/or nitration. This signaling route can be inhibited by the ROS scavenger MPG.
In contrast, application of exogenous NO derived from SNAP (nitroso acetyl penicillamine)
induces cardioprotection. VA signaling from the AdR1 probably via the G-betagamma com-
ponent can also activate the axis PI3K — PDK — PKB resulting in inhibiting GSK3beta by
phosphorylation at Ser9 (Fig. 1). Inactivation of GSK3-f is associated with keeping the mPTP
closed during reperfusion by an as yet unknown mechanism. Pore opening and mitochondrial
integrity can be assessed in two ways, (i) biochemically by measuring the tissue content of
NAD+ which is released from inactive dysfunctional mitochondria upon pore opening, and
(if) morphologically by visualizing the active uptake of the red-fluorescing MitoTracker Red
580 by viable mitochondria, while dysfunctional mitochondria do not accumulate the stain.
The involvement of mPTP opening during reperfusion and cell damage can be shown by
application of the pore openers atractyloside (a diterpenoid glycoside) or bongkrekic acid
(BKA). As the mPTP typically opens during reperfusion, it seems natural that the signaling
for mPTP closing plays a more prominent role in VApostC and in ischemic postconditioning
than in preconditioning procedures. In addition to the PI3K-PKB pathway, cardioprotection
may also be supported by inhibition of GSK3-f by MAPKSs including ERK1/2 and p38. PKC
seems to function as upstream kinase for the MAPKs pathways. This illustrates the intimate
and complex cross-connections in cardioptrotective signaling (Fig. 1). The lack of effect of
the specific HMR-1098 inhibitor indicates that the sarcoKATP channels are not significantly
involved in cardioprotection induced by volatile anesthetics or ischemic conditioning in the
rat heart.

5. Gene Activity Profiles in Cardioprotection of Rat Hearts

VApreC resembles ischemic preconditioning in so far as the major signaling pathways (PKC
and NO routes) are also activated in ischemic preconditioning. On the other hand, the MAPKs
(ERK1/2 and p38) are activated during the conditioning phase of ischemic preconditioning
but not of VApreC. However, the postischemic cellular and functional recovery proved to
depend also in VApreC on activation of ERK1/2. These findings indicate that different gene
activity profiles may be generated by the two different conditioning procedures (VApreC
versus ischemic preconditioning), despite a similar cardioprotective potential in both cases.
Moreover, the profiles may also differ after the 40 min test ischemia was applied. Transcrip-
tome profiles induced by volatile anesthetics or ischemic conditioning triggers and those ob-
tained after ischemia-reperfusion injury are summarized in Figure 2. Without further analysis,
it is clear from inspection of the gene expression matrix that the volatile anesthetics and the
ischemic conditioning triggers regulate a number of genes in parallel, while a large portion of
genes are differentially regulated, as indicated by noncorresponding colored rows (first two
column groups in Fig. 2). On the other hand, a large portion of genes display a similar color
pattern after test ischemia alone and after ischemic preconditioning followed by test ischemia
(last two column groups in Fig. 2). Finally, a similar correspondence of commonly regulated
genes appears in time-matched perfusion controls when compared with VApreC followed by
test ischemia (middle two column groups in Fig. 2).
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Fig. | Major signaling pathways for cardioprotective effects by volatile anesthetics (isoflurane and sevoflurane) in
rat cardiomyocyte, as assessed by using inhibitors specific for certain signaling components. The red bars and abbre-
viations denote inhibition of the corresponding signaling route. DPCPX (cyclopentyl dipropylxanthine) specifically
inhibits the adenosine receptorl. PTX (pertussis toxin) inhibits the protein Gi signaling. CHE (chelerythrine) inhibits
phosphorylation of protein kinase-C isoforms and their translocation to specific subcellular sites. DPCPX, PTX or
CHE each partially inhibit cardioprotection by volatile anesthetics. L-NAME (nitro L-arginine methyl ester) is a
nonspecific inhibitor of the different nitric oxide (NO) synthase (NOS) isoforms (eNOS, iNOS and nNOS). Signaling
by NO can also be inhibited by the NO scavenger PTIO (carboxyphenyl tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide).
NO forms reactive nitrogen species (RNS), which react with the reactive oxygen species (ROS) originating from
the partially uncoupled mitochondrial metabolism to form peroxynitrite, which may directly activate PKC. This side
route can be inhibited by the free radical scavenger MPG (N-2-mercaptopropionyl glycine). Inhibition of the mi-
toKATP channel with the specific inhibitor SHD (5-hydroxydecanoate) completely abrogates volatile anesthetics and
ischemic preconditioning. The inhibitor HMR (HMR 1098, cardiac selective sulfonylurea derivative) specific for the
sarcoKATP channels has no effect in either volatile anesthetics or ischemic preconditioning. Signaling from AdR1
via the PI3K (phosphoinositide-3 kinase) — PKB (protein kinase-B) path inhibits GSK3beta (glycogen synthase
kinase-3 beta), which, in turn, keeps the mitochondrial permeability transition pore (PTP) closed is more prominent
in postconditioning. This path can be inhibited by LY (LY294002, morpholinyl-phenylbenzopyran) abrogating car-
dioprotection (PTP opens during reperfusion), while BKA (bongkrekic acid) mimicking conditioning inhibits open-
ing of the PTP. In addition, MAPK (mitogen activated protein kinase) pathways may be involved in conditioning to
various degrees. PDK = phosphoinositide-dependent kinase-1; p70S6K = ribosomal protein S6 kinase.

The difference of activity profiles between the two conditioning triggers and the substan-
tial overlapping of the profiles, first, between volatile anesthetics protection and untreated
controls, and second, between ischemic protection and unprotected ischemic hearts, can be
visualized by the method of principal component analysis, a technique used to reduce multi-
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Fig. 2 Transcriptome profiles of isolated beating rat hearts after conditioning trigger alone and after ischemia-
reperfusion injury. Panel A: Global gene expression matrix (heat map) of 2’212 ANOVA-filtered genes that are either
upregulated (red) or downregulated (blue) derived from coupled two-way clustering with six experimental groups.
Horizontal rows correspond to genes, and columns correspond to individual hearts (number of hearts per group is
given underneath on the abscissa). APC-TRI = trigger by volatile anesthetic isoflurane (15 min followed by 10 min
washout); IPC = ischemic conditioning trigger (3 cycles of 5 min ischemia interspersed by 5 min reperfusion);
APC = APC-TRI followed by 40 min test ischemia; controls = time-matched perfusion without treatment; IPC = IPC-
TRI followed by 40 min test ischemia; ischemia = 40 min test ischemia alone. Samples for gene chip analysis were
taken in all cases at the time point corresponding to 180 min after completion of the 40 min test ischemia. Panel B:
Principal component analysis showing that the transcriptional profile of CTL (time-matched virgin myocardium) and
APC are closely related, while IPC profile is much closer to ISCH (damaged myocardium).
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dimensional data sets to lower dimensions. These findings are partly unexpected in so far as
both volatile anesthetics and ischemic conditioning provide cardioprotection by signaling for
activation of the mitoKATP channels and for prevention of mPTP opening by activation of the
reperfusion injury salvage kinase pathways, yet the two conditioning procedures induce two
different gene activity profiles. Ischemic conditioning elicits cardioprotection by activation
of endogenous reaction mechanisms against the afflicted sublethal cell damages. One may
speculate that a number of these cellular reactions are similar or identical to those induced
by severe tissue ischemia in unprotected hearts, thus contributing to the similar transcriptome
profiles. On the other hand, the similar profiles after test ischemia with prior volatile anesthet-
ics conditioning and that of untreated controls clearly favors this conditioning procedure for
clinical application rather than ischemic conditioning. Moreover, volatile anesthetics repre-
sent an accepted and widely used class of pharmaceuticals.

6. Clinical Application of Volatile Anesthetics for Cardioprotection

The general experimental findings on volatile anesthetics conditioning could be directly
translated to clinical randomized trials. In one set of 72 patients (40—80 years old) under-
going coronary artery bypass graft surgery (2—6 grafts) on cardiopulmonary bypass circuit
with cardioplegic arrest, preconditioning was applied by administering sevoflurane (4 vol%)
or an oxygen-air gas mixture (placebo) for 10 min after initiating the anesthesia with either
propofol or etomidate and immediately before cross clamping the aorta. In a second set of 20
patients (50—80 years old) undergoing off-pump coronary artery bypass graft surgery (2-5
grafts), anesthesia was maintained with either sevoflurane gas or with intravenous propofol
from the moment of taking the first atrial biopsy (B1) before vessel surgery started until 180 +
40 min later when the second atrial biopsy (B2) was collected after termination shortly before
chest closing. The atrial biopsies were used for microarray analysis using Affymetrix Gene-
Chip Human Genome U_133 Plus 2.0 arrays. Among several biomarkers measured in blood
samples taken at 0, 24, 48 and 72 h in both studies, plasma levels of N-terminal pro-brain
natriuretic peptide (NT-proBNP) were significantly lower from 24 up to 72 h post-surgery in
patients treated with sevoflurane (Fig. 34). High plasma levels of NTproBNP are indicative
of cardiac dysfunction due to myocyte damage. In addition, this finding indicates that in both
clinical studies the sevoflurane treatment provided cardioprotection covering the delayed pro-
tection phase over several days. In the one year follow-up of the first study with 72 patients,
6 patients (17 %) of the placebo group developed adverse cardiac events such as coronary ar-
tery reocclusions and congestive heart failure, while only one patient (3 %) of the sevoflurane
group was newly affected by congestive heart failure. The perioperative peak concentration
of the myocardial injury marker NT-proBNP was significantly higher in all patients subject
to late cardiac events. In the second study with coronary artery bypass graft off-pump surgery
patients, cardiac output and myocardial velocity mapping were determined by pulmonary
artery catheter and echocardiography just before (B1) and after (B2) excision of the atrial
biopsies. Two atrial samples were collected per patient and used for hybridization (no sample
pooling). Sample B1 constitutes the background expression profile before exposure to either
sevoflurane or propofol, whereas sample B2 reflects the gene response to surgery in the two
anesthetic groups. The existence and direction of gene expression changes over time (from B1
to B2) was reliably detected by the microarray technology, as confirmed by real-time quan-

40 Nova Acta Leopoldina NF 708, Nr. 375, 33-44 (2010)



Molecular and Cellular Mechanisms of Anesthetic-Induced Preconditioning

titative polymerase chain reaction. The global gene matrix containing the expression values
of the 54’675 probe sets was used as input for the Gene Set Enrichment Analysis. Gene Set
Enrichment Analysis considers predefined gene sets based on previous biologic knowledge
such as signaling or metabolic pathways, or groups of genes pertaining to particular subcel-
lular structural or functional entities, and determines whether the members of these sets are
over- or under-represented in a list of genes that correlate with a specific phenotype or class
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Fig. 3 Perioperative plasma levels of N-terminal probrain natriuretic peptide (NT-proBNP) and correlations between
anesthetic-induced transcriptional phenotypes and post-surgery cardiac function of patients with coronary artery
bypass graft surgery. Panel A: Plasma levels of NT-proBNP are significantly higher in the propofol than in the
sevoflurane group from 24 up to 72 h after the operation (time effect p < 0.001; treatment effect p = 0.002). Panel
B: Differential regulation of the fatty acid oxidation pathway. Panel C: Relation between metabolic changes in fatty
acid oxidation and DNA damage signaling. Panel D: NT-proBNP levels best correlate with fatty acid oxidation path.
Panel E: Cardiac index best correlates with DNA damage signaling. Panel F: Early diastolic left ventricular wall
movement best correlates with the granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) survival pathway (JAK-STAT).
Black dots = sevoflurane; open squares = propofol; SEVO = sevoflurane; PROP = propofol.
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distinction. The output is a normalized enrichment score that represents a measure of the
degree of enrichment (positive or negative or no significant correlation) of the gene set in
question. The results revealed over 500 pathways differing over time from B1 to B2 (start
and end of bypass surgery) in sevoflurane and propofol patients, the bulk (494) of which was
commonly regulated by both anesthetic regimens. Among the pathways differently regulated
by the two anesthetics, sevoflurane compared to propofol, reduced the transcriptional activity
of genes in the fatty acid (FA) oxidation pathway and in the DNA-damage signaling cascade,
while the genes in the granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) survival pathway were
upregulated (Fig. 3). The tight correlation between these regulated pathways over both anes-
thetic groups implies a possible link between the metabolic phenotype and cardioprotection.

7. Conclusions and Final Remarks

The results show that inhalation of sevoflurane for only 10 min immediately before cardio-
vascular surgery, or alternatively, when used to maintain anesthesia during surgery for around
3 h, can provide effective cardioprotection up to several days postsurgery. On a genome-wide
basis we have shown that different anesthetics differently modulate the transcriptional activity
in response to cardiac surgery in human hearts. The genomic reprogramming induced by the
volatile ether sevoflurane, as compared to the intravenous anesthetic propofol, seems to exert
cardioprotection over a period of at least one year. The reduction of fatty acid oxidation leads to
a relative increase in glucose utilization via the so-called glucose-fatty acid cycle. Even small
but coordinate changes in a majority of genes encoding members of a particular pathway (gene
set) may dramatically alter the flux through that pathway. In the postischemic myocardium,
fatty acid oxidation provides nearly 100 % of the cellular energy requirement. The relative shift
away from fatty acid oxidation was shown to improve contractile recovery after ischemia and
affect long-term outcome. In fact, favoring the energetically more economical glucose (3.17
ATP per oxygen molecule) over fatty acid oxidation (2.83 ATP per oxygen molecule) may be
beneficial in the mechanically stressed heart with only limited oxygen supply. In conclusion,
our results indicate that experimentally applied volatile anesthetics mobilize cardioprotective
cellular mechanisms including activation of the mitoKATP channels and preservation of a
functionally intact mPTP. Furthermore, analysis on a genome-wide basis revealed that treat-
ment of CABG surgery patients in the perioperative phase with volatile anesthetics reduces the
activity of genes involved in noxious pathways and shifts the energy metabolism away from
fatty acid oxidation towards the more economical glucose utilization. Most importantly, the
beneficial effects of the fatty acids are long-lasting and patients may suffer from fewer adverse
cardiac events over a period up to one year or more. Therefore, clinical surveys are required to
establish whether the application of volatile anesthetics in cardiovascular and non-cardiovas-
cular surgery will be beneficial for the patients with regard to peri- and post-operative outcome
including cardiovascular complications, hospitalization time and mortality.
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Alternative Mechanism of Organ Protection
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Abstract

Fibrinogen turnover and fibrin degradation occurs 24/7. Therefore, the organism is challenged constantly with pro-
and anti-inflammatory ‘blood derived signals’ directed at endothelial cells among others. Interestingly, these players
have different half-life’s and potencies at the target site, i.e. VE-cadherin. High fibrinogen levels and high levels of
D-dimers are associated with cardiovascular disease and inflammation. The concept that fibrinogen is only cleaved
to fibrin in order to promote clotting, and that the byproducts ‘fibrin fragments’ are only markers of activation — is
not valid anymore. Fibrin fragments in its own rights present new players in cell-cell interaction (e.g. leukocyte — en-
dothelial cell), have disease character and angiogenic/anti-angiogenic effects. The latter executes some of its effects
via cytokines and/or specific intracellular signals (unpublished). This new concept requires step by step investigations
using in vitro and in vivo models in order to understand the course of inflammation triggered by fibrin fragments.

Zusammenfassung

Fibrinogenumsatz und Fibrindegradation stellen Prozesse dar, die kontinuierlich in der Blutbahn stattfinden. Daher
wird der Organismus stéindig mit pro- und antiinflammatorischen ,,Blut-Signalen‘ konfrontiert, die hauptséchlich ge-
gen endotheliale Zellen gerichtet sind. Interessanterweise haben diese Fibrinfragmente unterschiedliche Halbwerts-
zeiten und Wirkungsstirken an Zielstrukturen, wie z. B. VE-Cadherin. Hohe Fibrinogenspiegel und hohe D-Dimer-
Spiegel wurden mit kardiovaskuldren Erkrankungen und Entziindungen in Verbindung gebracht. Das Konzept, dass
Fibrinogen nur zu Fibrin gespalten wird, um die Gerinnung zu initiieren, und dass die sogenannten Abfallprodukte
JFibrinfragmente nur Marker der Aktivierung darstellen, ist nicht mehr zeitgeméa8. Fibrinfragmente prisentieren sich
als neue Molekiile in der Regulierung von Zell-Zell-Kontakten (z. B. Leukozyten — Endothelzelle), haben Krank-
heitscharakter und angiogenetische und antiangiogenetische Effekte. Diese Effekte werden zum Teil iiber Zytokine
und spezifische intrazelluldre Signale hervorgerufen.

1. Fibrinogen

Fibrinogen is a 340 kDa glycoprotein synthesized in the liver by hepatocytes and megakaryo-
cytes. In addition to its major function as a precursor to fibrin, fibrinogen can form bridges
between platelets via Gpllb/Illa surface membrane proteins. Fibrinogen is a hexamer con-
taining two sets of three different chains (o, B, and y), which are linked to each other by
disulfide bonds. The interaction of thrombin with fibrinogen causes the release of two small
peptides known as fibrinopeptides A and B. As a result, a series of delicately modulated and
interdependent reactions are initiated, the end point is the transition of fibrinogen into cross-
linked insoluble fibrin. This form of fibrin is found in most thrombi. As fibrin forms, part of
a physiological counter regulation is that it orchestrates its own degradation. Soluble fibrin
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degradation products occur as a result of plasmin digestion (GAFFNEY 2001). After an at-
tack of plasmin, main soluble degradation products are fibrin D fragments consisting of the
C-terminal parts and fibrin E-fragments consisting of the N-terminal sections. D fragments
(D dimers) are routinely measured as markers for hypercoagulability, i.e., the formation and
lysis of cross-linked fibrin. With regard to the N-terminal degradation products, the E1 frag-
ment is the first intermediate product. In this molecule, the N-terminal amino acids of the
a- and B-chain are the same as those of the intact fibrin monomer molecule. These N-terminal
sequences represent, so far, only known active sites of El-fragments. The N terminus of the
a-chain interacts with CD18 (LOIKE et al. 1991), while the N terminus of the 3-chain interacts
with vascular endothelial (VE)-cadherin. E1 fragments are rapidly digested into fragments E2
and E3; in these molecules the N-terminal sequences are truncated and thus inactive (OLEXA
et al. 1981).

2. Fibrin(ogen) during Inflammation

There is increasing evidence that the plasma protein fibrinogen, which is constitutively ex-
pressed in the liver, plays a major role in the inflammatory process. Several studies proposed
a role for fibrinogen in the stimulation of inflammatory mediators such as IL-13 (PEREZ
and RoMAN 1995), IL-8 (Qr1 and KREUTZER 1995), macrophage inflammatory proteins, and
monocyte chemoattractant protein-1 (HARLEY et al. 2000). The Framingham study, where
1,315 participants who were free of cardiovascular disease were followed up for 12 years,
confirmed blood levels of fibrinogen as an independent risk factor for cardiovascular dis-
ease of comparable importance to blood pressure, haematocrit, obesity, cigarette smoking,
and diabetes. In addition, fibrinogen values were significantly related to these risk factors,
concluding that fibrinogen should be included on the profile of cardiovascular risk factors
(KANNEL et al. 1987).

This finding was supported by KOEHLER et al., who reported that plasma D dimer levels
are independently associated with the presence of coronary artery disease in patients with
stable angina pectoris. Moreover, plasma concentrations of D dimers and fibrinogen are inde-
pendently correlated to the severity of atherosclerosis patients with stable angina after myo-
cardial infarction (TATARU et al. 1999, 2001). Another group determined the role of D dimer
in patients with 230 unstable angina pectoris on presentation to the emergency department.

D dimer levels were significantly correlated to cardiac risk factors and to the length of stay
in the hospital (SHITRIT et al. 2004). Finally, levels of soluble fibrin monomers are considered
as predictors of mortality in patients with myocardial infarction (KONTNY et al. 1999). A re-
cent study evaluated the contribution of haematological factors and chronic inflammation to
the development of myocardial infarction at a young age (younger than 45 years old). Plasma
levels of soluble fibrin and C-reactive protein were significantly higher in patients than in
controls. On multivariate regression analysis, soluble fibrin was the strongest predictor of
myocardial infarction (SA1GO et al. 2004). These data provide strong evidence for the role of
fibrin formation and degradation as important events in the development, progression, and
prognosis of cardiovascular disease.

Binding sites to various integrins or intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) have
been described to reside on fibrin D fragment (ALTIERI et al. 1990, 1993, 1995, FARRELL et
al. 1992, SUEHIRO et al. 1997, YokoyAMA et al. 1999). Fibrin-derived El fragments on the

46 Nova Acta Leopoldina NF 708, Nr. 375, 45-50 (2010)



Alternative Mechanism of Organ Protection

other hand have epitopes binding to VE-cadherin (BAcH et al. 1998) and CD11c (LOIKE et al.
1991). Pro-inflammatory activities of fibrinogen and fibrin-derived degradation products have
been investigated in our laboratories. Based on the well established mechanism of leukocyte
adhesion and transmigration (see Fig. 1), we found that fibrin E1 fragment in vitro contribute
to the process of leukocyte transmigration. This function of the E1 fragment is based on its
ability to bind to the endothelial cell adhesion molecule VE cadherin (see Fig. 2). This inter-
action is mediated by the N-terminal amino acids of the fibrin $-chain, covering amino acids
Bp15-42. Using a small peptide with exactly this sequence (peptide Bf15-42), we were
able to block El fragment induced transmigration in vitro (PETZELBAUER et al. 2005). This
peptide constitutes the development product FX06 (= BB15-42), which has entered clinical
development as a cardioprotective.

Blood flow

neutrophil

rolling
activation & adhesion
| Q@ migration
{ N i a .O‘ =) ﬁo’,_\w 7__' G m =3 = 7‘7" : P ( 3

Endothelial cells

Tissue

Fig. 1 Consensus mechanism of leukocyte adhesion and transmigration. Tethering and rolling is induced through
interaction of selectins with their carbohydrate receptors. Firm adhesion is orchestrated by binding of leukocyte
integrins with their cognate receptors. Finally, migration into tissue follows a highly orchestrated process, in which a
multi-layered molecular zipper of molecular interactions between neighbouring endothelial cells is opened up.
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Fig. 2 A schematic illustrating leukocyte diapedesis. To leave postcapillary venules and reach tissues, circulating leuko-
cytes undergo a tightly coordinated multistep process. At sites of endothelial activation, leukocytes tether, roll, become
activated, and adhere to endothelial surfaces. Up to this point, this process is fully reversible and leukocytes can return
into the blood stream. The final step, transmigration through endothelial junctions, is thought to be irreversible. Leu-
kocytes must cross the multilayered molecular zipper of interendothelial junctions. Molecules configuring this zipper
include, e.g., junctional adhesion molecules (JAMs), platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1, CD31),
CD99 and VE cadherin (CD144). Each of these molecules participates in zipper formation by homophilic adhesion
with neighboring endothelial cells. JAMs, PECAM-1, and CD99 contribute to leukocyte transmigration by building
homophilic and/or heterotypic adhesion to leukocytes. For VE cadherin, we recently described a novel indirect mecha-
nism, by which this molecule is able to interact with inflammatory cells, namely, the E1 fragments of fibrin. These
fragments build a bridge between VE cadherin and leukocytes, thereby directing cells into tissues.

3. Summary and Perspective

We have recently identified a novel fibrin-derived peptide, BB15-42 with cardioprotective
effects in models of myocardial ischaemia-reperfusion (PETZELBAUER et al. 2005, ROESNER
et al. 2007, ZACHAROWSKI et al. 2006, 2007). This peptide consists of 28 amino acids cor-
responding to the N-terminal sequence of the fibrin B-chain. Its mechanism of action was
recently reviewed and discussed (for review, see ZACHAROWSKI et al. 20006). Briefly, we found
that specific derivatives of fibrin, i.e. E1 fragments are pro-inflammatory. They induce trans-
migration of leukocytes in vitro. By binding to endothelial cell junctions, E1 fragments induce
migration through endothelial monolayers. The N terminus of the -chain of El fragments
(BB15-42) interacts with VE cadherin (PETZELBAUER et al. 2005) and the N terminus of the
a-chain interacts with CD11c. Thereby, E1 fragments build a bridge between endothelial and
inflammatory cells. Consequently, peptides matching the VE cadherin binding site (FX06)
prevent bridge formation thereby reducing leukocyte transmigration in vitro and myocardial
inflammation and infarct size following ischaemia-reperfusion injury in vivo (see Fig. 3).
FXO06 is currently developed clinically as therapeutic to prevent myocardial ischaemia-reper-
fusion injury in STEMI patients undergoing PCI (F. I. R. E. Study 2008).
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reduced inflammation &
ed myocardial damage

Fig. 3 Mechanism of action. Leukocyte transmigration is critically controlled by fibrin fragments. These short lived
intermediates engage leukocytes to the endothelial cell junction, which breaks up the VE cadherin interaction between
neighboring endothelial cells. This interaction allows the leukocyte to pass through into the tissue (diapedesis). The anti-
inflammatory peptide FX06 (BB15-42) prevents this interaction between fibrin fragments and VE cadherin.

References

ALTIERL D. C., AGBANYO, F. R., PLESCIA, J., GINSBERG, M. H., EDGINGTON, T. S., and PLow, E. F.: A unique recog-
nition site mediates the interaction of fibrinogen with the leukocyte integrin Mac-1 (CD11b/CD18). J. Biol. Chem.
265/21, 12119-12122 (1990)

ALTIERI, D. C., DUPERRAY, A., PLESCIA, J., THORNTON, G. B., and LANGUINO, L. R.: Structural recognition of a
novel fibrinogen gamma chain sequence (117-133) by intercellular adhesion molecule-1 mediates leukocyte-
endothelium interaction. J. Biol. Chem. 270/2, 696—699 (1995)

ALTIERIL, D. C., PLESCIA, J., and PLow, E. F.: The structural motif glycine 190-valine 202 of the fibrinogen gamma
chain interacts with CD11b/CD18 integrin (alpha M beta 2, Mac-1) and promotes leukocyte adhesion. J. Biol.
Chem. 268/3, 1847-1853 (1993)

BacH, T. L., BARSIGIAN, C., YAEN, C. H., and MARTINEZ, J.: Endothelial cell VE-cadherin functions as a receptor for
the beta 15—42 sequence of fibrin. J. Biol. Chem. 273/46, 30719-30728 (1998)

FIR.E. Study: A multicenter, double-blind, randomized, placebo-controlled study to measure the effect of FX06 (a
fibrin-derived peptide Ba,s_4,) on ischemia-reperfusion injury in patients with acute myocardial infarction under-
going primary percutaneous coronary intervention. http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00326976term=
F.ILR.E.&rank=1. Clinical Trials Gov. 2008

FARRELL, D. H., THIAGARAJAN, P., CHUNG, D. W., and DAVIE, E. W.: Role of fibrinogen alpha and gamma chain sites
in platelet aggregation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89/22, 10729-10732 (1992)

GAFFNEY, P. J.: Fibrin degradation products. A review of structures found in vitro and in vivo. Ann. New York Acad.
Sci. 936, 594-610 (2001)

HARLEY, S. L., STURGE, J., and PowkLL, J. T.: Regulation by fibrinogen and its products of intercellular adhe-
sion molecule-1 expression in human saphenous vein endothelial cells. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 20/3,
652-658 (2000)

Nova Acta Leopoldina NF 708, Nr. 375, 45-50 (2010) 49



Kai Zacharowski

KANNEL, W. B., WOLF, P. A., CasTELLI, W. P,, and D’ AGosTINO, R. B.: Fibrinogen and risk of cardiovascular dis-
ease. The Framingham Study. JAMA 258/9, 1183-1186 (1987)

KonNTNY, F., DEMPFLE, C. E., and ABILDGAARD, U.: Fibrin monomer antigen: a novel marker of mortality in acute
myocardial infarction. Eur. Heart J. 20/11, 808 =812 (1999)

LoIKE, J. D., SODEIK, B., Ca0, L., LEUCONA, S., WEITZ, J. ., DETMERS, P. A., WRIGHT, S. D., and SILVERSTEIN, S.
C.: CD11c/CD18 on neutrophils recognizes a domain at the N terminus of the A alpha chain of fibrinogen. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88/3, 1044-1048 (1991)

OLEXA, S. A., BUDZYNSKI, A. Z., DOOLITTLE, R. F., COTTRELL, B. A., and GREENE, T. C.: Structure of fragment E
species from human cross-linked fibrin. Biochemistry 20/21, 6139-6145 (1981)

PEREZ, R. L., and RoMAN, J.: Fibrin enhances the expression of IL-1 beta by human peripheral blood mononuclear
cells. Implications in pulmonary inflammation. J. Immunol. /54/4, 1879—-1887 (1995)

PETZELBAUER, P., ZACHAROWSKI, P. A., M1YAZAK], Y., FRIEDL, P., WICKENHAUSER, G., CASTELLINO, F. J., GROGER,
M., WoLFF, K., and ZacHAROWSKI, K.: The fibrin-derived peptide B beta(15—-42) protects the myocardium against
ischemia-reperfusion injury. Nature Med. /1/3, 298 -304 (2005)

Qr, J., and KREUTZER, D. L.: Fibrin activation of vascular endothelial cells. Induction of IL-8 expression. J. Immu-
nol. 155/2, 867-876 (1995)

ROESNER, J. P,, PETZELBAUER, P., KOoCH, A., MERSMANN, J., ZACHAROWSKI, P. A., BOEHM, O., REINGRUBER, S.,
PASTEINER, W., MASCHER, D., WoLzT, M., BARTHUBER, C., NOLDGE-SCHOMBURG, G. E., SCHEEREN, T. W.,
and ZacHAROWSKI, K.: The fibrin-derived peptide Bbetal5—42 is cardioprotective in a pig model of myocardial
ischemia-reperfusion injury. Crit. Care Med. 35/7, 1730-1735 (2007)

SAIGO, M., WATERS, D. D., ABE, S., BIro, S., MINAGOE, S., MARUYAMA, 1., and TE1, C.: Soluble fibrin, C-reactive
protein, fibrinogen, factor VII, antithrombin, proteins C and S, tissue factor, D-dimer, and prothrombin fragment
1 + 2 in men with acute myocardial infarction </=45 years of age. Amer. J. Cardiol. 94/11, 1410-1413 (2004)

SHITRIT, D., BAR-GIL, S. A., RUDENSKY, B., SULKES, J., GUTTERER, N., and ZvioNY, D.: Role of ELISA D-dimer
test in patients with unstable angina pectoris presenting at the emergency department with a normal electrocardio-
gram. Amer. J. Hematol. 77/2, 147-150 (2004)

SUEHIRO, K., GAILIT, J., and PLow, E. E.: Fibrinogen is a ligand for integrin alphaSbetal on endothelial cells. J. Biol.
Chem. 272/8, 53605366 (1997)

TATARU, M. C., HEINRICH, J., JUNKER, R., SCHULTE, H., ECKARDSTEIN, A. VON, AsSMANN, G., and KOEHLER, E.:
D-dimers in relation to the severity of arteriosclerosis in patients with stable angina pectoris after myocardial
infarction. Eur. Heart J. 20/20, 1493 -1502 (1999)

TATARU, M. C., SCHULTE, H., ECKARDSTEIN, A. VON, HEINRICH, J., ASSMANN, G., and KOEHLER, E.: Plasma fibrino-
gen in relation to the severity of arteriosclerosis in patients with stable angina pectoris after myocardial infarction.
Coron. Artery Dis. 12/3, 157-165 (2001)

YOkOYAMA, K., ZHANG, X. P., MEDVED, L., and TAKADA, Y.: Specific binding of integrin alpha v beta 3 to the fibrino-
gen gamma and alpha E chain C-terminal domains. Biochemistry 38/18, 5872-5877 (1999)

ZACHAROWSKI, K., ZACHAROWSKI, P., FRIEDL, P., MASTAN, P., KocH, A., BOEHM, O., ROTHER, R. P., REINGRUBER,
S., HENNING, R., EMEIs, J. J., and PETZELBAUER, P.: The effects of the fibrin-derived peptide Bb15-42 in acute
and chronic models of myocardial ischemia-reperfusion. Shock 27/6, 1-8 (2007)

ZACHAROWSKI, K., ZACHAROWSKI, P., REINGRUBER, S., and PETZELBAUER, P.: Fibrin(ogen) and its fragments in the
pathophysiology and treatment of myocardial infarction. J. Mol. Med. 84/6, 469—477 (2006)

Prof. Dr. Dr. Kai ZAcHAROWSKI, FRCA

Klinik fiir Anésthesiologie, Intensivmedizin und Schmerztherapie
Klinikum der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitit Frankfurt am Main
Theodor-Stern-Kai 7

60590 Frankfurt (Main)

Germany

Phone: +49 69 63015998

Fax +49 69 63015881

E-Mail: Direktion.Anaesthesie @kgu.de

50 Nova Acta Leopoldina NF 108, Nr. 375, 45-50 (2010)



Nova Acta Leopoldina NF /08, Nr. 375, 51-59 (2010)

Preconditioning and Organprotection
by Anesthetic Agents
Clinical Outcome — Cardioprotection

Stefan G. DE HERT (Amsterdam)
With 1 Figure and 2 Tables

Abstract

Over the years various cardioprotective strategies have been developed to reduce the incidence of perioperative car-
diac events. The great majority of these strategies showed promising results in experimental settings but mostly failed
to provide convincing significant clinical effects. Anesthetic cardioprotection, however, seems to be an exception to
this. The experimentally observed protective effects seem to translate also to a clinically relevant cardioprotection
with a beneficial effect on patients’ outcome. Although the initial data seem to be promising, further studies will have
to confirm these beneficial effects.

Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden verschiedene kardioprotektive Strategien entwickelt, um die Héufigkeit des Auftretens
kardialer Ereignisse nach Operationen zu verringern. Die Mehrheit dieser Vorgehensweisen zeigt in Experimenten
vielversprechende Ergebnisse, erreicht aber keine iiberzeugenden klinischen Wirkungen. Kardioprotektion durch
Andsthetika scheint in dieser Hinsicht eine bemerkenswerte Ausnahme darzustellen. Die experimentell beobach-
teten Schutzeffekte lassen sich auch in klinisch relevante Wirkungen umsetzen, die einen Nutzen fiir den Patienten
besitzen. Obwohl die ersten Daten dazu sehr vielversprechend sind, bedarf es weiterer Studien, um diese giinstigen
Effekte abzusichern.

1. Introduction

Clinical cardioprotection faces the failure to translate experimentally effective interventions
and new therapies into clinical effective therapies. The reason for such failure is multifactorial
and can be distinguished in possible barriers at the preclinical level and barriers at the clini-
cal level (BoLLI et al. 2004). This is also true for the possible cardioprotection by anesthetic
agents. Despite the overwhelming evidence for anesthetic cardioprotection obtained in nu-
merous experimental settings, the clinical results show highly variable results.

2. From Experimental Data to Clinical Reality
It could be expected that the implementation of the experimentally observed cardioprotective

effects of anesthetic agents during clinical anesthesia should provide an additional tool in the
treatment and/or prevention of cardiac dysfunction in the perioperative period. In clinical prac-
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tice, these effects should then be associated with improved cardiac function, ultimately result-
ing in a better outcome in patients with coronary artery disease. Is this a clinical reality?

A major obstacle to translate the experimental observations to a clinical setting is that
myocardial ischemia has to be present in a predictable and reproducible manner. Cardiac
surgery constitutes a suitable, but still suboptimal model for the study of potential cardiopro-
tective effects of anesthetic agents (Fig. 1).

anesthesia and surgery |

I CPB - off pump I

preconditioning | | reperfusion ﬁ
(] [R] [ [R] [ [y

i — 3>
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! [T > e
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Fig. I Schematic representation of the different clinical anesthetic cardioprotection protocols used. In cardiac sur-
gery there is a reproducible period of myocardial ischemia during the aortic crossclamp period. This period of
myocardial ischemia is preceded by a period during which different sorts of preconditioning stimuli can be applied.
The ischemic period is followed by a period of reperfusion during which different postconditioning protocols can
be applied. With interventions on cardiopulmonary bypass (CPB) there is one large period of myocardial ischemia
followed by a reperfusion period, whereas in off-pump coronary surgery, intermittent crossclamping is applied with
alternating short periods of ischemia (I) followed by short periods of reperfusion (R).

2.1 Anesthetic Agents and Preconditioning: The Clinical Situation

The first studies that were performed consisted of a protocol where the anesthetic agent was
administered before the ischemic episode (preconditioning protocols) (reviewed in ref. DE
HEeRrT et al. 2005 and DE HErT 2008 and summarized in Tab. 1). In contrast to the straight-
forward data obtained in the different experimental animal studies, the data from the various
clinical anesthetic preconditioning studies show highly variable results and fail to demon-
strate an unequivocal beneficial effect on the extent of post-ischemic myocardial function
and damage. Taken together, it would appear that none of these “preconditioning” studies,
although suggesting some protective action on either a biochemical or a functional variable,
unequivocally demonstrate that the use of a volatile anesthetic regimen resulted in a clinical
benefit for the patients. Part of the variability between studies can be attributed to differences
in protocols, such as choice of the anesthetic agent, duration of the administration, inclusion
of a washout period, etc. This has become apparent from two recent studies demonstrating
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that the preconditioning protocol used could make an essential difference in the extent of the
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cardioprotection (BEIN et al. 2008, FRASSDOREF et al. 2009).

Tab. 1 Summary of clinical data on anesthetic preconditioning protocols in patients undergoing coronary artery

bypass surgery.

Anesthetic agent Number Cardiac function Biochemical marker Reference
isoflurane n=20 not reported lower 5’nucleotidase BELHOMME et al. 1999

lower CK-MB and Tnl
enflurane n=16 improved function no effect PENTA DE PEPPO et al. 1999
isoflurane n =40 improved function lower Tn I Tomar et al. 1999

(in subgroup) (in subgroup)

isoflurane n=49 improved function not reported HAROUN-BIzRI et al. 2001
sevoflurane n=20 not reported no effect PouZET et al. 2002
sevoflurane n=72 not reported lower BNP JULIER et al. 2003

no effecton Tn T
isoflurane n=40 no effect lower Tn I and CK-MB  ForraNi et al. 2004
isoflurane n =359 not reported no effect FELLAHI et al. 2004
isoflurane n =40 improved function lower Tn I LEE et al. 2006
morphine n=46 improved function no effect MURPHY et al. 2006
desflurane n=28 improved function lower Tn I and BNP MECco et al. 2007
sevoflurane n=72 no effect no effect Priou et al. 2007

CK-MB = creatine kinase isoenzyme MB, Tn = cardiac troponin, BNP = brian natriuretic peptide

2.2 Anesthetic Agents and the Ischemic Period: the Clinical Situation

Anesthetic agents have been claimed to have a direct protective action when administered dur-
ing ischemia. In a few observational studies on a limited number of cardiac surgery patients,
propofol was shown to attenuate free-radical-mediated lipid peroxidation and systemic inflam-
mation (CORCORAN et al. 2004, 2006, X1A et al. 2006). Although in one study (X1a et al. 2006)
this was associated with a lower postoperative troponin release no differences in outcome were
observed. A similar phenomenon has been reported with volatile anesthetics. Administration
of sevoflurane in the cardioplegic solution during cardiopulmonary bypass was associated with
lower postoperative levels of inflammatory markers and troponin I together with a better post-
operative function but no differences in outcomes (NADER et al. 2004, 2006).

2.3 Anesthetic Agents and Postconditioning: The Clinical Situation

The clinical implication of an anesthesia-induced postconditioning effect remains to be es-
tablished in patients undergoing coronary artery bypass grafting, 1.7 % of isoflurane given
during the first 15 min after the release of the aortic crossclamp reduced the need for inotropic
support and protected against myocardial damage as assessed by postoperative troponin re-
lease (BUHRE 2001). However, in a more recent study, DE HERT et al. (2004a) observed
that consistent protection with better postoperative cardiac function and lower troponin I re-
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lease only reached pertinent clinical significance when the volatile anesthetic agent was given
throughout the entire procedure.

The absence of clinically straightforward data from anesthetic preconditioning studies has
initiated the question whether the choice of the anesthetic regimen during the surgical pro-
cedure would really influence myocardial outcome. This was especially of interest as former
studies had indicated that the choice of the anesthetic regimen did not really affect outcome
(SLoGorF and KEATS 1989, TUMAN et al. 1989). The first study, by DE HERT et al. (2002) com-
pared the effects of sevoflurane and propofol on myocardial function during and after coronary
artery surgery. Before cardiopulmonary bypass, all hemodynamic variables were comparable
between the two anesthetic treatment groups. However, after cardiopulmonary bypass, patients
who received the volatile anesthetic regimen for anesthesia had preserved cardiac performance,
which was evident from a preserved stroke volume and dP/dt,,,,, and the preservation of the
length-dependent regulation of myocardial function. In addition, need for inotropic support in
the early postoperative period was significantly less with the volatile anesthetic, and postopera-
tive plasma concentrations of cardiac troponin I were consistently lower when compared with
patients who received the total intravenous anesthetic regimen. These data therefore suggested
that volatile anesthetics provided a cardioprotective effect that was not observed with the intra-
venous anesthetic regimen. This was confirmed in a subsequent study by the same authors in a
group of elderly, high-risk patients with documented impaired myocardial function (DE HERT
et al. 2003). Sevoflurane and desflurane preserved myocardial function after cardiopulmonary
bypass with less evidence for myocardial damage and a better postoperative myocardial func-
tion compared with the intravenous anesthetic regimen.

A retrospective analysis of data, performed in another centre before and after the im-
plementation of a volatile anesthetic regimen supported the findings on the cardioprotec-
tive effects of a volatile anesthetic regimen. The addition of sevoflurane to an intravenous
anesthesia regimen for cardiac surgery consistently lowered troponin T levels, there was less
need for inotropic support for weaning from cardiopulmonary bypass, and the incidence of
low cardiac output was decreased (VAN DER LINDEN et al. 2003). The cardioprotective effects
of a volatile anesthetic regimen during coronary surgery were confirmed in other reports that
used different anesthetic and surgical protocols (CONZEN et al. 2003, BEIN et al. 2005, GUAR-
RACINO et al. 2006, KAWAMURA et al. 2006, TRITAPEPE et al. 2007). All these clinical studies
clearly indicated that volatile anesthetics protect the myocardium during coronary surgery
(Tab. 2). Another study in patients undergoing off-pump coronary surgery failed to observe
such cardioprotective effects (LAw-KOUNE et al. 2006). In this study, however, intra-opera-
tive remifentanil concentrations were consistently higher and bispectral index values lower
in the propofol group compared to the sevoflurane-treated patients, indicating that there were
probably differences in anesthetic depth that undoubtedly have influenced the results.

3. Does Anesthetic Cardioprotection Affect Clinical Outcome?

Although all these clinical observations clearly indicate that volatile anesthetics protect the
myocardium during coronary surgery, the impact of this phenomenon on postoperative mor-
bidity and clinical recovery remains to be definitively established. EL AzAB et al. (2003)
observed that the use of sevoflurane during coronary surgery was associated with a lower
postoperative release of tumor necrosis factor-a but also with a shorter length of stay in the
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Tab. 2 Summary of clinical data on protocols with a volatile anesthetic regimen throughout the entire surgical pro-
cedure in patients undergoing coronary artery bypass surgery.

Anesthetic agent Number Cardiac function Biochemical marker Reference

sevoflurane n=20 improved function lower Tn I release DE HERT et al. 2002
sevoflurane/desflurane  n =45 improved function lower Tn I release DE HERrT et al. 2003
sevoflurane n=198 not reported lower Tn T release VAN DER LINDEN et al. 2003
sevoflurane n=20 improved function lower Tn I release CONZEN et al. 2003
sevoflurane n=20 improved function no difference BEIN et al. 2005

desflurane n="72 no difference lower Tn I release GUARRACINO et al. 2006
sevoflurane n=23 improved function lower Tn I release KAWAMURA et al. 2006
desflurane n=150 no difference lower Tn I release TRITAPEPE et al. 2007
sevoflurane n=18 no difference no difference LAw-KOUNE et al. 2006

Tn = cardiac troponin

intensive care unit compared with patients who had a total intravenous anesthetic regimen.
Only recently, this issue was addressed in a larger study population of 320 coronary surgery
patients who were randomly assigned to receive either a total intravenous anesthetic regimen
or a volatile anesthetic regimen (DE HERT et al. 2004b). The patients who received a volatile
anesthetic regimen demonstrated a significantly lower intensive care and hospital length of
stay. Multiple regression analysis revealed that prolonged length of stay in the intensive care
unit in this particular study was related to the following independent predictors of outcome:
occurrence of atrial fibrillation, an increase in postoperative troponin I levels in excess of
4 ng/ml, and the need for prolonged postoperative inotropic support for more than 12 h.
Although the differences in incidence of atrial fibrillation between groups in this study did
not reach statistical significance, the number of patients with an increase in postoperative tro-
ponin I of more than 4 ng/ml and the number of patients who needed prolonged postoperative
inotropic support was significantly lower in the volatile anesthetic groups. This was associat-
ed with better myocardial function during the first postoperative hours. In another study from
the same group it was observed that the use of sevoflurane during coronary artery surgery was
associated with a lower incidence of atrial fibrillation (CROMHEECKE et al. 2005).

The effects of the choice of the anesthetic regimen on real outcome variables such as
postoperative mortality and morbidity remain to be established. This is mainly related to
the fact that sample size of the different studies is too low to address these issues. Recently
JAKOBSEN et al. (2007) published a retrospective study from a Danish national registry on
10,535 patients who had undergone cardiac surgery in 3 cardiac centers with either a volatile
or an intravenous anesthetic regimen. While there was no difference in 30-day total mortality,
cardiac-related mortality seemed to be lower with a volatile anesthetic regimen but non-car-
diac death seemed to be higher in this patient population. Correct interpretation of these data
remains difficult because of a number of methodological issues — which are inherent to this
type of analyses — such as the retrospective design including patients over a period of 6 years,
the lack of information on the different surgical and anesthetic techniques, the differences in
patient collection between centers, etc.
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Three meta-analyses of myocardial protection with volatile anesthetics were performed during
the last few years. YU et al. (2006) conducted a systematic review of studies that assessed the
effects of volatile anesthetics on cardiac ischemic complications and morbidity. A total of 2,841
coronary surgery patients were included in the analysis. In comparison with intravenous anesthe-
sia, a volatile anesthetic regimen was associated with a reduced-all-cause mortality. Sevoflurane
and desflurane reduced cardiac troponin I at 6 h, 12 h, 24 h, and 48 h after operation. The other
meta-analysis by SYMONs and MYLES (2006) compared a volatile with a non-volatile anesthetic
regimen in 2,979 coronary surgery patients. There was no significant difference in myocardial
ischemia, myocardial infarction, intensive care unit length of stay or hospital mortality between
the groups. After cardiopulmonary bypass, patients who received volatile anesthetics had 20 %
higher cardiac indices, significantly lower serum troponin I and less requirement for inotropic
support compared with those who received intravenous anesthetics. Duration of mechanical
ventilation was reduced by 2.7 h, and there was a 1 day decrease in hospital length of stay. Fi-
nally, LANDONI et al. (2007a) focused on the data obtained with the newer volatile anesthetics
desflurane and sevoflurane. They included 22 trials with a total of 1,922 patients, comparing a
volatile with an intravenous anesthetic regimen. With the volatile anesthetic regimen, postop-
erative troponin release was lower, cardiac index was better with less need for inotropic sup-
port, the incidence of perioperative myocardial infarction was lower, and mechanical ventilation
time, intensive care length of stay, and hospital length of stay were shorter.

Until now it is unknown whether this apparently more favorable short term outcome also
translates in an improved long term outcome. In a follow-up study on 72 patients, GARCIA et
al. (2005) observed a lower incidence of cardiac events on one-year follow-up after cardiac
surgery in patients who had a sevoflurane preconditioning protocol at the time of surgery.
Now further studies on possible beneficial anesthesia-related effects on long term outcome
are awaited to comment more definitively on this issue.

4. Future Directions and Conclusions

Many questions remain to be definitively elucidated. The available clinical data on cardiopro-
tective effects of volatile anesthetics to date are largely confined to coronary surgery patients,
mostly with an ejection fraction >50%. One study in aortic valve surgery patients demon-
strated that the use of a volatile anesthetic regimen was also associated with preserved cardiac
function after cardiopulmonary bypass and less postoperative release of troponin I compared
with a total intravenous anesthetic regimen (CROMHEECKE et al. 2006). In isolated mitral
valve surgery, however, such effects were not observed (LANDONI et al. 2007b).

Non-cardiac surgery is also associated with a risk of perioperative cardiac events. The
observation that anesthetic cardioprotection with volatile anesthetics is also observed during
off-pump coronary surgery may suggest that this phenomenon may also be present in patients
at risk of myocardial events undergoing surgical procedures without cardiopulmonary bypass.
Among these non-cardiac procedures, arterial vascular surgery is considered as a high risk for
the development of perioperative cardiac events. Recently, a retrospective analysis has com-
pared the effects of a volatile anesthetic to a non-volatile anesthetic regimen on the incidence
of postoperative cardiac events, including the postoperative elevation of troponin I values after
vascular surgery in high risk patients. The data were obtained from a phase II study that com-
pared the Na*/H* exchanger type I inhibitor, zoniporide to placebo on the occurrence of cardiac
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events. This multicenter study was conducted in 105 sites throughout the United States, South
America, Europe and Asia. Type of anesthesia was retrieved from the database and patients
were subdivided in two groups: inhalational versus non-inhalational anesthetic regimen. The
incidence of postoperative cardiac events and maximum postoperative troponin I levels were
not different between the two groups in the total population and in the patients undergoing
peripheral arterial surgery. In patients undergoing aortic surgery the incidence of elevated tro-
ponin levels higher than 1.5 and 4 ngml-! tended to be lower in the inhalational group (28 %
versus 18 % and 30 % versus 20 % respectively) but this difference did not reach statistical
significance (DE HERT et al. 2008). The results of this hypothesis-generating study suggested
that potential beneficial effects on extent of postoperative myocardial damage in high risk pa-
tients undergoing arterial surgery will probably be more apparent in abdominal aortic surgery
than in peripheral vascular surgery. Further sufficiently powered studies using a standardized
protocol should now be performed to definitively address this question. Finally, also in some
non-surgical revascularization procedures, such as percutaneous transluminal coronary angio-
plasty anesthetic cardioprotection might provide another mechanism of protection. However, a
recent Italian study could not find evidence for such an effect (LANDONI in press).

In conclusion, over the years various cardioprotective strategies have been developed to
reduce the incidence of perioperative cardiac events. The great majority of these strategies
showed promising results in experimental settings but mostly failed to provide convincing
significant clinical effects. Anesthetic cardioprotection however seems to be an exception to
this. The experimentally observed protective effects seem to translate also to a clinically rel-
evant cardioprotection with a beneficial effect on patients’ outcome. Although the initial data
seem to be promising, further studies will have to confirm these beneficial effects.
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Cerebral Protection by Volatile Anesthetics

Christian WERNER (Mainz)

Abstract

The use of (volatile) anesthetics has been traditionally considered to be “neuroprotective”. This notion is primarily
based on the decrease in cerebral metabolic during administration of anesthetic agents. Recent research indicates that
the neuroprotective potency of volatile anesthetics relates to the severity of injury and the timing of administration.
While mildly injured neurons can be protected, for the severely injured cells volatile anesthetics are less powerful.
One of the neuroprotective mechanisms is suppression of excessive glutamate release with acute neurodegeneration
and, thereby, the limited excitotoxic neuronal death. This is mediated by the activation of inhibitory GABAA-recep-
tors. Other mechanisms involve antiapoptotic effects and a reduction of the frequency of the spreading depression-
like depolarization. Furthermore, volatile anesthetics seem to be able to induce protection by preconditioning and
preliminary data suggest a beneficial effect on the proliferation of adult endogenous neurons resulting in enhanced
neuroregeneration.

Zusammenfassung

(Volatile) Anisthetika besitzen den Ruf, ,,neuroprotektive* Wirkung zu entfalten. Diese Sichtweise ist Ausdruck der
Reduktion des Hirnstoffwechsels wihrend der Anwendung von Anésthetika. Die Reduktion von Infarktgrofie sowie
die Verbesserung der neurologischen Funktion nach zerebralen Insulten sind jedoch auch abhéngig von der Schwere
der Provokation sowie vom Zeitpunkt der Gabe des Anidsthetikums. Wihrend kurze ischdmische Episoden in Anwe-
senheit von Anésthetika toleriert werden, bleiben ldngere Phasen von Minderdurchblutung, insbesondere bei verzo-
gerter Andsthetika-Applikation, letal. Als Mechanismen fiir das (limitierte) neuroprotektive Potential der Anistheika
werden folgende Vorgidnge diskutiert: Reduktion der Exzitotoxizitit, Aktivierung GABA-erger Neurotransmission,
Reduktion von ,,spreading depression®, Stimulation anti-apoptotischer Proteine sowie endogener Stammzelllinien
(,,endogenous repair*).

1. Introduction

Acute neurodegeneration (i.e. ischemic or hemorrhagic stroke, traumatic brain injury, or
cardiac arrest) is one of the leading etiologies for (perioperative) morbidity and mortality.
Patients surviving primary insults frequently suffer from poor neurological function and the
impossibility to return to a normal life. The drama of acute neurodegeneration with all its
personal as well as social-economical consequences calls for differentiated protective (pre-
ventive) and therapeutic concepts, in order to minimize the incidence and extent of neuronal
death. This review presents the neuroprotective potential of volatile anesthetics in a scenario
of perioperative challenges to the central nervous system.
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2. Pathophysiology of Cerebral Ischemia

Cerebral ischemia and/or hypoxia occur as a consequence of shock, vascular stenosis or oc-
clusion, hemorrhage, vasospasm, neurotrauma, and cardiac arrest. The ischemic/hypoxic in-
sult evokes a cascade of pathophysiological processes resulting in necrotic or apoptotic cell
death (dependent on severity of neuronal injury and the availability of energy to at least fuel
basic neuronal metabolism). Immediately following the primary insult accumulation of lactic
acid occurs due to anaerobic glycolysis. This leads to increased membrane permeability and
consecutive edema formation which further deteriorates microcirculation. In the presence of
severe neuronal injury and failure to immediately restore energy supply the cell undergoes
necrotic cell death. Since the anaerobic metabolism is inadequate to maintain cellular en-
ergy status, ATP-stores deplete and failure of energy-dependent membrane ion pumps occurs.
The consecutive terminal membrane depolarization induces excessive release of excitatory
neurotransmitters (i.e. glutamate, aspartate), activation of NMDA- (N-methyl-D-aspartate),
AMPA- (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat), and activates voltage depen-
dent Ca?* and Nat channels. The pathological Ca+ and Na* influx triggers selfdigesting in-
tracellular processes and further promotes edema formation. Ca2?+ activates lipidperoxidases,
proteases, and phospholipases which in turn increase the intracellular concentration of free
fatty acids (FFA) and free radicals. Additionally, activation of caspases (ICE-like proteins),
translocases, and endonucleases initiate progressive structural changes of biological mem-
branes and the nucleosomal DNA (DNA fragmentation, inhibition of DNA repair). Together,
these events lead to membrane degeneration of vascular and cellular structures and consecu-
tive necrotic cell death.

Apoptosis is an active form of cell death in the absence of edema formation, which re-
quires production of regulating proteins and involves the activation of caspases leading to
progressive structural changes of biological membranes and the nucleosomal DNA (e.g. DNA
fragmentation, chromatin condensation, and production of small particles consisting of cell
debris, apoptotic bodies) over a period of days and weeks. This form of neuronal suicide only
occurs in mild injured cells with maintained or rapidly restored energy supply and the execu-
tion of apoptotic processes may take as long as days and weeks.

3. Neuroprotection

All inhalational anesthetic agents have been tested for their neuroprotective properties in
multiple animal studies, using different ischemia models and different species. The results
show that all inhalational anesthetics exhibit neuroprotective properties but that the extent/
potential of neuroprotection does not necessarily correlate with anesthetic potency (SANDERS
et al. 2005). Animal studies with focal or incomplete hemispheric ischemia have shown that
isoflurane (WARNER et al. 1986), sevoflurane (WERNER et al. 1995, PAYNE 2005), and des-
flurane (ENGELHARD et al. 1999, Tsal et al. 2004) reduce infarct size and improve functional
outcome when given prior to the ischemic challenge. However, it is questionable whether the
anti-necrotic effects of volatile anesthetics seen in these different ischemia models are perma-
nent. Studies in rats subjected to focal cerebral ischemia have shown that necrotic cell death
was substantially reduced at two days in isoflurane anesthetized rats compared to awake con-
trols (KawAGuUcCHI et al. 2000). However, at 14 days from ischemia cortical and subcortical
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damage was not different between isoflurane and the awake state. This questions the sustained
neuroprotective effects of volatile anesthetics. In contrast, in studies using an ischemia model
of unilateral forebrain ischemia, producing only mild injury, sevoflurane showed sustained
neuroprotection within a post-ischemic observation period of 28 days (PAPE et al. 2006). This
leads to the conclusion, that if neuronal injury is mild, neuroprotection by inhalational anes-
thetics is sustained, while with moderate or severe injury neuronal damage can increase over
a longer recovery period (KAwWAGUCHI et al. 2005). This strengthens the requirement for long-
term rather than short-term experimental outcome studies on neuroprotection. Furthermore,
volatile anesthetics have no neuroprotective properties in the setting of severe global cerebral
ischemia and when given after the insult.

4. Concentration Dependent Effects of Inhalational Anesthetics

After forebrain ischemia high concentrations of isoflurane seem to increase cortical damage
and deteriorate neurologic function (1.0 MAC versus 2.5 MAC) (Nasu et al. 2006). However,
in that study isoflurane was administered only during cerebral ischemia, and the anesthetic
regime was then switched to fentanyl/nitrous oxide.

5. Anti-Glutamatergic Effects

Halothane inhibits the excitotoxic lesion caused by topical exposure of N-methyl-D-aspartate
(NMDA) in cortical cell cultures (BEIRNE et al. 1998). Therefore, a neuroprotective mecha-
nism of volatile anesthetics is characterized by anti-excitotoxicity due to inhibition of gluta-
mate sensitive NMDA-receptors or of presynaptic glutamate release (BICKLER et al. 1995,
YANG and ZOoRUMSKI 1991, Mi1ao et al. 1995). In a model of forebrain ischemia isoflurane and
sevoflurane suppressed the peak of glutamate release and reduced the influx of Ca2* into the
cytosol, one of the most important mediators of excitotoxic neuronal damage (ENGELHARD et
al. 2003, PATEL et al. 1995, BICKLER et al. 1994).

6. Activation of GABA Receptors

In vitro studies indicate that volatile anesthetics at clinical concentrations potentate the
GABA-mediated activity at the GABA, receptor (HARRISON et al. 1993, QUINLAN et al.
1995). In organotypic hippocampal slices subjected to oxygen-glucose deprivation isoflurane
caused near-complete protection. In an attempt to further specify the mechanism of this ef-
fect, bicuculline, a selective GABA , antagonist, was co-administered and was able to block
neuroprotection by isoflurane, while the GABAg receptor antagonist phaclofen had no effect.
Therefore, GABA , receptors seem to be a major site of action for volatile anesthetic neuro-
protection.
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7. Effects on Programmed Cell Death (Apoptosis)

After severe injury neurons may die from colliquation necrosis, while mild damage induces
the cell to undergo delayed neuronal death/apoptosis. One day after 30 min of focal cerebral
ischemia in rats histopathological damage was invisible; in contrast, infarct size was large
after 90 min of ischemia (Du et al. 1996). However, 14 days from injury infarct size was large
in both groups, indicating that neuronal damage increased after the mild injury. As necrotic
processes were not initiated by the 30-min insult, it can be assumed that apoptotic cell death
caused the maturation of neuronal damage 14 day after the ischemia. The effect of vola-
tile anesthetics on this prolonged cell death is yet undecided. After global or focal cerebral
ischemia the neuroprotective effect of isoflurane at days 2—5 was only transient (KAWAGUCHI
et al. 2000, ELSERSY et al. 2004). The slow progression of injury suggests that neurons were
initially protected but then underwent delayed death. In focal cerebral ischemia the increase
in infarct size in isoflurane-treated animals parallels the appearance of markers of apoptosis
(KAawAGuCHI et al. 2004). In contrast, sustained neuroprotection by sevoflurane was evident
over 28 days in incomplete hemispheric ischemia showed (PAPE et al. 2006). In the brain tis-
sue of these rats the expression of the pro-apoptotic protein Bax was suppressed over the first
three days, while the anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Mdm-2 were increased. Therefore,
in this ischemia model, which is sensitive to anesthetic neuroprotection, sevoflurane seems
to have a beneficial influence on apoptosis-regulating proteins and, thereby, reduces delayed
neuronal damage up to 28 days.

8. Spreading Depression-like Depolarization

Volatile anesthetics can reduce the frequency of spreading depression-like depolarizations in
the penumbra of focal ischemia, which can be observed after cerebral ischemia. The spread-
ing depression-like depolarizations increase calcium influx into neurons of the penumbra,
which might be salvageable (PATEL et al. 1998). Due to the lack of energy supply during
cerebral ischemia the neurons might not to be able to restore ionic homeostasis and, conse-
quently, undergo necrotic or apoptotic cell death. Isoflurane reduces the frequency of these
depolarizations (PATEL et al. 1998), which might in part contribute to the neuroprotective
effects of volatile anesthetics.

9. Preconditioning

The exposure to sublethal insults or pharmacological agents prior to cerebral ischemia can re-
duce infarct size and improve neurologic behavior. This acquired tolerance seems to be multi-
mechanistic, because benefits can be induced either transiently and rapidly or in a delayed and
sustained fashion (Luo et al. 2008, TRAYSTMAN 2004). In vitro as well as in several animal
models of cerebral ischemia volatile anesthetics show neuroprotection by preconditioning
when administered 15 min or 20—24 h before the insult. Possible mechanisms of precondi-
tioning are the opening and the activation (hyperpolarization) of cellular and mitochondrial
Krp channels, which seem to reduce the formation of free radicals, blunt the intra-ischemic
mitochondrial Ca?* accumulation, and economize the post-ischemic mitochondrial energy
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production (DIRNAGL and MEISEL 2008, O’ROURKE 2004). Likewise, the activation of pro-
tein kinase C-related genes and pathways and the adenosine Al receptor or the upregulation
of p38MAPK are discussed (Luo et al. 2008, RoscoE et al. 2000, ZHENG and Zuo 2004).

10. Regeneration

The notion that the adult mammalian central nervous system is incapable of significant self-
repair or regeneration was revisited after the detection of self-renewing and multipotent
neuronal stem cells. By cell division stem cells produce progenitor cells which then rapidly
generate new neurons, astrocytes, and oligodendrocytes in the adult brain (TAUPIN and GAGE
2002). The subventricular zone of the lateral ventricle and the subgranule layer of the dentate
gyrus seem to be the most important regenerative centers (KUHN et al. 1996). New cells from
the subventricular zone migrate into the olfactory bulb via the rostro-migratory stream (Kir-
SCHENBAUM et al. 1999). Cells derived from the subgranular layer of the dentate gyrus move
into the granular layer of the dentate gyrus and sprout dendrites to the CA3 region of the hip-
pocampus (HASTINGS and GOULD 1999). Several stimuli can activate the proliferation of pro-
genitor cells, such as social contact, exercise, inflammation or cerebral ischemia (BINGHAM et
al. 2005, vAN PraAG et al. 1999, BROwN et al. 2003). While some of these proliferated cells
undergo apoptotic cell death, others survive. Sevoflurane anesthesia over 6 h does not influ-
ence neurogenesis in the dentate gyrus. The ischemia induces increase in newborn neurons
was dose-dependently augmented 28 days after injury by high concentrations of sevoflurane
(ENGELHARD et al. 2007). Therefore, anesthetics might have a beneficial effect on neurore-
generation after a neuronal insult (LASARZIK et al. 2009, WINKELHEIDE et al. 2009).

11. Summary

The neuroprotective potency of volatile anesthetics relate to the severity of injury and the
timing of administration. While mildly injured neurons can be protected, for the severely
injured cells volatile anesthetics are less powerful. One of the neuroprotective mechanisms
is suppression of excessive glutamate release with acute neurodegenration and, thereby, the
limited excitotoxic neuronal death. This might be mediated by the activation of inhibitory
GABA, receptors. Further mechanisms might involve anti-apoptotic effects and a reduction
of the frequency of the spreading depression-like depolarization. Furthermore, volatile anes-
thetics seem to be able to induce protection by preconditioning and preliminary data suggest
a beneficial effect on the proliferation of adult endogenous neurons resulting in enhanced
neuroregeneration.
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Pulmonale Protektion durch volatile Anisthetika

Christian HOFSTETTER (Mannheim)

Zusammenfassung

Die Lunge ist Organmanifestation in zahlreichen klinischen Problemsituationen, die mit einer liberschiefenden Ak-
tivierung des Immunsystems assoziiert sind. Sowohl primédr umschriebene pulmonale Prozesse wie die Lungenkon-
tusion als auch primér extrapulmonale Pathophysiologien wie das systemische Inflammationssyndrom (SIRS) nach
extrakorporaler Zirkulation oder Ischdmie-Reperfusion konnen zu einer globalen pulmonalen Inflammationsreaktion
bis hin zum akuten Lungenversagen (ARDS) fiihren. Sowohl In-vivo- als auch In-vitro-Befunde belegen antiin-
flammatorische und organprotektive Effekte volatiler Andsthetika im Hinblick auf die pulmonale Entziindungsreak-
tion in verschiedenen Modellen. Es ist daher denkbar, dass volatile Anisthetika vor diesem Hintergrund zukiinftig
therapeutische Bedeutung erlangen. Der Beitrag fasst die vorliegenden Befunde hierzu zusammen.

Abstract

Development of acute lung injury up to lung failure (ARDS) can result as a consequence of either primary intrapul-
monary or systemic inflammation and may complicate numerous clinical situations like lung contusion or the sys-
temic inflammatory response syndrome (SIRS) following extracorporal circulation or ischaemia reperfusion injury.
Volatile anesthetics have been shown to attenuate the proinflammatory response of the lung in various experimental
models of pulmonary inflammation. Thus, a future role of volatile anesthetics for treatment of pulmonary inflamma-
tion is possible. The article summarizes the current available data on this topic.

1. Einleitung

Volatile Anésthetika sind fester Bestandteil der modernen klinischen Anésthesiologie. Thre
Applikation erfolgt mittels spezieller Verdampfer iiber Zumischung zum Beatmungsgas.
Aktuellen Befunden zufolge geht das Wirkprofil volatiler Anésthetika iiber deren bekannte
hypnotische Effekte hinaus. Neben dem Phidnomen des ,,anesthetic preconditioning* auf das
Myokard existieren weitere Befunde iiber organprotektive, antiinflammatorische Wirkungen
volatiler Anésthetika in unterschiedlichen Organen und wihrend unterschiedlicher patho-
physiologischer Zustédnde.

Vergleichsweise wenige Befunde existieren fiir die Lunge: das Organ, iiber das volati-
le Anisthetika letztlich in den Korper gelangen und dessen Strukturen — von der Alveole
iiber das Interstitium bis zum Gefidendothel sowie den hier befindlichen, ortsstdndigen und
einwandernden Zellpopulationen — dementsprechend regelhaft mit volatilen Anésthetika in
Kontakt kommen, bevor diese sich im Blut 16sen und iiber den Systemkreislauf zu den unter-
schiedlichen Organen und Geweben gelangen.
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Die Lunge besitzt ihrerseits eine hohe immunologische Kompetenz und ist Organmanifesta-
tion in zahlreichen klinischen Problemsituationen. So ist das akute Lungenversagen (ARDS)
eine ernste Komplikation, sowohl der Sepsis als auch beim systemischen Inflammationssyn-
drom (SIRS), und triagt maB3geblich zur hohen Letalitit beider Syndrome bei. Daneben be-
wirken primir pulmonale Traumen, wie die Lungenkontusion, ebenfalls eine zunéchst lokal
umschriebene pulmonale Inflammationsreaktion, die progredient verlaufen und neben einer
systemischen Inflammationsreaktion ebenfalls die Entwicklung einer globalen Lungenschi-
digung im Sinne eines ARDS nach sich ziehen kann.

Die passagere Ischamie mit nachfolgender Reperfusion einzelner Organe, wie z. B. der
Leber, oder groerer Korperregionen, wie z. B. im Rahmen des Clamping und Declamping
der Aorta sowie wihrend bzw. nach extrakorporaler Zirkulation, bewirken die Induktion einer
systemischen Inflammationsreaktion, die von einer pulmonalen Inflammationsreaktion mit
Sequestration von immunkompetenten Zellen (wie z. B. neutrophilen Granulozyten und Ma-
krophagen) begleitet ist. Dies kann konsekutiv zur Ausbildung einer akuten Lungenschidi-
gung mit Alveolarschaden, Odem und pulmonalvaskulirer Hypertension fiihren. Ein weiterer
Aspekt in diesem Zusammenhang ist die Lungentransplantation, die seit 1983 zunehmend hiu-
fig als Therapieoption von konservativ austherapierten Lungenerkrankungen eingesetzt wird.
Trotz der Weiterentwicklungen chirurgischer Techniken und Methoden zur Organkonservie-
rung stellt die potentielle Schidigung des Transplantats durch die unvermeidbare Ischdmie-
Reperfusionsreaktion ein nach wie vor schwerwiegendes Problem dar, welches bedeutenden
Anteil an der postoperativen Morbiditit und Mortalitdt lungentransplantierter Patienten hat.
Therapiestrategien mit pulmonal immunmodulierenden Wirkungen erscheinen vor dem oben
skizzierten Hintergrund als moglicherweise vielversprechende Option. Die Anwendung von
volatilen Anasthetika in diesem Zusammenhang erscheint auf Grund ihres sonst gut charakte-
risierten Wirkprofils und insbesondere auch ihrer bislang fiir andere Organsysteme gezeigten
antiinflammatorisch-protektiven Effekte attraktiv.

Es liegen sowohl In-vitro- als auch In-vivo-Befunde zu den Effekten volatiler Anésthetika
auf die pulmonale Entziindungsreaktion sowie zum pulmonalen Ischimie-Reperfusionsscha-
den vor. Gemal dieser Systematik sind im Folgenden wichtige Befunde zusammengestellt.

2. In-vivo-Befunde

GiraUD und Kollegen (2000) verglichen die Effekte der Narkosefithrung mit dem volati-
len Anisthetikum Halothan in Konzentrationen von 1, 1,5 und 2 MAC (MAC: minimale
alveoldre Konzentration eines volatilen Anisthetikums, bei der 50 % der Patienten keine
Schmerzreaktion auf einen definierten Schmerzreiz [Hautschnitt] zeigen) mit denen des in-
travenos applizierten Barbiturats Thiopental (60 mg/kg) im Modell der pulmonalen Inflam-
mation durch intratracheale Instillation von Lipopolysaccharid (100 pg) in der Ratte. Bei
den Tieren der mitgefiihrten Kontrollgruppen erfolgte die intratracheale Instillation von Li-
popolysaccharid (erstens) mit bzw. (zweitens) ohne weitere Applikation von Halothan oder
Thiopental sowie (drittens) die Exposition mit Halothan oder Thiopental ohne Stimulation
mit Lipopolysaccharid.

Das Ausmal} der pulmonalen Inflammation nach einer Beobachtungszeit von 4 h wur-
de u. a. durch Quantifizierung polymorphkerniger Leukozyten (PMN) sowie proinflam-
matorischer Mediatoren (u. a. TNFa, IL-6 und MIP-2 [murines IL-8-Analogon macrophage
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inflammatory protein-2]) in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit (BAL) sowie im Lun-
gengewebe bestimmt. Wihrend die Exposition mit Halothan und Thiopental von nicht mit
Lipopolysaccharid stimulierten Tieren zu keiner Verdnderung der Zielparameter fiihrte, be-
wirkte demgegeniiber die intratracheale Instillation von Lipopolysaccharid erwartungsgemaf
deren signifikantes Ansteigen. Gegeniiber den unbehandelten Kontrolltieren mit Endotoxin-
dmie sowie den Tieren aus der Endotoxindmie-Thiopental-Gruppe bewirkte die Applikation
von Halothan in Dosierungen > 1,5 MAC bei Endotoxindmie eine Reduktion der Konzent-
ration der untersuchten Mediatoren sowie der Anzahl der polymorphkernigen Leukozyten
sowohl in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit als auch im Lungengewebe.

Boost und Kollegen (2006) gingen der Frage nach, welchen Einfluss die Applikation
des volatilen Anédsthetikums Desfluran wihrend experimenteller Endotoxinidmie (Lipopoly-
saccharid, 5 mg/kg, i. v.) in der Ratte hat. Die Exposition mit Desfluran (1 MAC) begann
unmittelbar vor der Injektion von Lipopolysaccharid. Nach Ablauf der Beobachtungszeit von
4 h zeigte sich im Plasma der mit Desfluran behandelten Tiere ein signifikant geringerer
Gehalt der proinflammatorischen Mediatoren TNFo und IL-1f. Die Bestimmung der Nitrit-
konzentration aus dem Kulturiiberstand (Kultur ex vivo fiir 24 h) von Alveolarmakrophagen
von mit Desfluran behandelten endotoxdmen Tieren zeigte dessen signifikantes Ansteigen.
In Ubereinstimmung hierzu bewirkte die Behandlung mit Desfluran eine Induktion der in-
duzierbaren NO-Synthase (iNOS) in den Alveolarmakrophagen. Dieser Befund war sowohl
gegeniiber den unbehandelten Kontrollen als auch gegeniiber den mit Lipopolysaccharid
stimulierten Tieren ohne Kontakt mit Desfluran jeweils signifikant. Parallel dazu ergab die
Quantifizierung von I, B aus Alveolarmakrophagen dessen signifikante Reduktion im Falle
der Tiere mit unbehandelter Endotoxindmie, wihrend die Behandlung mit Desfluran diesen
Effekt verhinderte. Bei I, B handelt es sich um den wichtigsten Inhibitor des zentralen proin-
flammatorischen Transkriptionsfakors NF¢B. Die Kenntnis dieses Befundes wurde als eine
sehr wahrscheinliche Erklidrung fiir das in dieser Studie nachgewiesene immunmodulierende
Wirkprofil volatiler Anisthetika interpretiert.

In Ergénzung zu diesen Befunden konnten FLONDOR et al. (2008) zeigen, dass auch die
Exposition von Ratten mit Isofluran (I MAC) unter den Bedingungen einer bereits seit 15
min bestehenden Endotoxindmie (Lipopolysaccharid, 5 mg/kg, i. v.) im Sinne einer Postkon-
ditionierung zu einer signifikanten Reduktion der proinflammatorischen Mediatoren TNFa
und IL-1pB sowohl im Plasma als auch in der bronchoalveolidren Lavagefliissigkeit — jeweils
verglichen mit endotoxdmen Kontrolltieren ohne Kontakt mit Isofluran — fiihrte.

Neben den bislang beschriebenen suppressiven Wirkungen volatiler Anidsthetika im
Hinblick auf die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine reduzieren diese auch die in-
flammatorisch getriggerte Gewebeinfiltration durch immunkompetente Zellpopulationen. So
konnten REUTERSHAN und Kollegen (2006) zeigen, dass die Exposition von Versuchstieren
(Méusen) mit Isofluran (1 MAC) zu den Zeitpunkten 12 h und 1 h vor sowie 1 h nach der In-
duktion eines experimentellen Lungenschadens durch die Inhalation von Lipopolysaccharid
(500 pg/ml fiir 30 min) zur signifikanten Reduktion der pulmonalen Sequestration — quanti-
fiziert sowohl in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit als auch im Lungengewebe — von
neutrophilen Granulozyten fiihrte.

Beta(P)-Adrenozeptoren sind involviert in die proinflammatorische Signaltransduktion
sowie in die Mechanismen der Organprotektion durch volatile Anésthetika. Die Evaluati-
on moglicher Interaktionen einer bestehenden pharmakologischen B-Blockade mit den or-
ganprotektiven Effekten volatiler Anisthetika ist deshalb von besonderem Interesse, da ein
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bedeutender Anteil der Patienten mit kardiovaskuldrer Komorbiditit einerseits hdufig unter
Dauertherapie mit -Blockern steht und andererseits in diesem Kollektiv gehiduft Hochrisi-
koeingriffe durchgefiihrt werden. BoosT und Kollegen (2007) gingen daher der Frage nach,
ob die i. v. Applikation des B-Adrenozeptor-Antagonisten Propranolol die antinflammatori-
schen Effekte von Isofluran wihrend experimenteller Endotoxindmie beeinflusst. Die Zu-
mischung von Isofluran (1 MAC) zum Beatmungsgas unmittelbar nach Induktion der ex-
perimentellen Endotoxindmie (Lipopolysaccharid, 5 mg/kg, i. v.) bewirkte eine signifikante
Reduktion der proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-1 sowohl im Plasma als auch
in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit der Versuchstiere (Ratten), verglichen mit endo-
toxdmen Kontrolltieren ohne Kontakt mit Isofluran. Parallel ergab die Bestimmung von Ni-
trit im Kulturiiberstand sowie die von iNOS-Protein aus kultivierten Alveolarmakrophagen
eine signifikante Erhohung bzw. Induktion beider Parameter durch Isofluran. Die Injektion
von Propranolol (3 mg/kg) unmittelbar vor Induktion der Endotoxindmie inhibierte die an-
tiinflammatorischen Wirkungen der Isofluran-Inhalation. Sowohl im Plasma als auch in der
bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit aus den auch mit Propranolol behandelten endotoxdmen
Tieren waren die Konzentrationen von TNFa und IL-1f jeweils signifikant erhoht. Daneben
bewirkte die Applikation von Propranolol vor der Inhalation von Isofluran wihrend Endoto-
xindmie die signifikante Reduktion der aus den kultivierten Alveolarmakrophagen sezernier-
ten Menge an Nitrit sowie des nachweisbaren iNOS-Protein in den Alveolarmakrophagen.

3. In-vitro-Befunde

Neben Befunden zu immunmodulierenden Wirkungen volatiler Anisthetika auf die pulmo-
nale Entziindungsreaktion in vivo existieren zu diesem Themenkomplex ebenfalls analog
durchgefiihrte In-vitro-Untersuchungen. Ein im Kontext der pulmonalen Inflammation hiufig
verwendetes Modell ist die In-vitro- bzw. Ex-vivo-Kultur von Alveolarepithelzellen. Alveo-
larepithelzellen besitzen eine ausgeprigte Immunkompetenz. Im Rahmen einer inflamma-
torischen Reaktion des pulmonalen Kompartiments sezernieren sie proinflammatorische
Mediatoren. Der Untersuchung des moglichen antiinflammatorischen Wirkprofils volatiler
Andsthetika auf diese Zellpopulation kommt auch deshalb besondere Bedeutung zu, da diese
auf Grund ihres pulmonal-ubiquitdren Vorkommens auch direkt mit dem volatilen Anéstheti-
kum in Kontakt kommen.

G1rAUD und Kollegen (2003) untersuchten, welchen Einfluss die vierstiindige Exposition
von ex vivo mit rekombinantem murinem IL-1-stimulierten priméiren Alveolarepithelzellen
Typ I der Maus (je 3 x 106 Zellen; IL-1f: 1 ng/ml) mit Halothan, Enfluran und Isofluran (je 1
MAC) auf die Sekretion der proinflammatorischen Mediatoren IL-6, MIP-2 sowie auf die des
Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) hat. Die Exposition der kultivierten und sti-
mulierten Zellen mit den genannten volatilen Anisthetika bewirkte jeweils eine signifikante
Reduktion der Konzentration der bestimmten proinflammatorischen Mediatoren im Kultur-
iberstand, ohne dass dabei Hinweise auf zytotoxische Nebenwirkungen nachweisbar waren.
Im Falle des Versuchsansatzes mit Halothan erfolgte nach dem Ende der Expositionszeit so-
wie der anschliefenden Auswaschung von Halothan mit Luft eine erneute Kultur der Zellen
fiir weitere 24 h. Wihrend dieses zweiten Kulturzeitraumes erfolgten weitere Analysen der
genannten Mediatoren aus dem Kulturiiberstand, und zwar nach 1 h, 2 h und 4 h sowie zum
Zeitpunkt 24 h. Wihrend die Konzentrationen sowohl von IL-6 als auch MIP-2 nach Ende
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der Expositonsdauer mit Halothan iiber die Zeit anstiegen, zeigte sich die Konzentration von
MCP-1 bis 24 h weiterhin inhibiert.

SuTER und Kollegen (2007) untersuchten, ob die Priinkubation von Alveolarepithelzellen
(CCL-149) mit Sevofluran (0,5 MAC) deren, durch Lipopolysaccharid-Stimulation (20ug/
ml, fiir 5 h), experimentell induzierte Expression von MIP-13, MIP-2 und MCP-1 sowie
die des Cytokine-induced Neutrophil Chemoattractant-1 (CINC-1) und die des Intercellular
Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) beeinflusst. Bereits im Vorfeld der Studie untersuchten die
Autoren, ob es fiir die Anwendung von Sevofluran ein Dosisoptimum gibt. Sie inkubierten
hierzu Alveolarepithelzellen mit Sevofluran in aufsteigenden Konzentrationen und fiir unter-
schiedliche Expositionszeiten (0,25, 0,5, 1 und 1,5 MAC, je fiir 0,5 h, 2 h, 4 h und 12 h) vor
Stimulation der Zellen mit IL-1B (20 pug/ml) fiir 3 h. Hier zeigte sich, dass die Exposition
der Zellen mit Sevofluran in einer Konzentration von 0,5 MAC fiir 30 min den am meisten
ausgeprigten Effekt im Hinblick auf die Suppression der Expression von MCP-1 hatte. Aus
diesem Befund wurden die fiir die Hauptstudie gewihlte Sevofluran-Konzentration sowie die
Expositionszeit abgeleitet. In der Hauptstudie bedingte die Exposition gegeniiber Sevoflu-
ran dann eine jeweils signifikante Reduktion der Expression von MIP-153, MIP-2, MCP-1,
CINC-1 sowie ICAM-1 in den kultivierten Alveolarepithelzellen, verglichen mit den nicht
mit Sevofluran priinkubierten, jedoch mit Lipopolysaccharid stimulierten Zellen. Daneben
zeigt sich eine ebenfalls signifikante Reduktion der Adhésion von neutrophilen Granulozyten
an die stimulierten Alveolarepithelzellen, wenn diese zuvor Kontakt mit Sevofluran hatten.

In Ergédnzung zu diesen Befunden berichten YUE et al. (2008), dass auch die Exposition
von Alveolarepithelzellen mit Sevofluran erst nach der inflammatorischen Stimulation der
Zellen zu antiinflammatorischen Effekten fiihrt. Hier erfolgte die Ex-vivo-Stimulation von
Alveolarepithelzellen (CCL-149) mit Lipopolysaccharid (20 pug/ml) fiir die Dauer von 2 h,
bevor die Zellkultur mit Sevofluran in einer Konzentration von 1 MAC inkubiert wurde (Post-
konditionierung). Im Zelliiberstand zeigte sich eine jeweils signifikante Reduktion der proin-
flammatorischen Mediatoren CINC-1 und MCP-1 durch Postkonditionierung mit Sevofluran
gegeniiber den stimulierten Zellen ohne Kontakt mit Sevofluran. Daneben fanden die Autoren
die ebenfalls signifikante Reduktion der Expression von ICAM-1 sowie eine signifikante In-
duktion der iNOS durch Sevofluran.

4. Pulmonale Ischimie-Reperfusion

Den dritten Abschnitt dieser Ubersicht iiber bislang bekannte Befunde zu pulmonal-protekti-
ven Wirkungen volatiler Anésthetika bildet die Betrachtung ihrer Beeinflussung der pulmo-
nalen Ischdmie-Reperfusionsreaktion. Dieses Phdnomen ist — wie bereits einleitend ausge-
fiihrt — in zahlreichen Situationen von hoher klinischer Relevanz.

In diesem Zusammenhang untersuchten Liu et al. (2000) am Modell der ex vivo perfun-
dierten Rattenlunge, welchen Einfluss die volatilen Anésthetika Sevofluran und Isofluran auf
die nachfolgend induzierte Ischimie-Reperfusionsreaktion haben. Die Beatmung der Lun-
gen unter Zumischung entweder von Sevofluran oder von Isofluran zum Beatmungsgas in
einer Konzentration von je 1 MAC erfolgte jeweils fiir 30 min, gefolgt von 60 min Ischdmie
sowie anschlieender Reperfusion fiir ebenfalls 60 min. Die Zielparameter waren dabei u. a.
die Bestimmung des Gehaltes von TNFa, Nitrit und der Laktatdehydrogenase (LDH) in der
Perfusionslosung. Daneben bestimmten die Autoren zur Quantifizierung des pulmonalen
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Odems das Feucht-Trockengewicht der Lunge. Im Ergebnis bewirkte sowohl die Applikation
von Sevofluran als auch die von Isofluran vor Induktion der Ischimie jeweils das signifikante
Abfallen der in der Vergleichsgruppe nach Reperfusion deutlich angestiegenen Zielparameter
(TNFa, Nitrit, LDH, Feucht-Trockengewicht).

Inwieweit volatile Anésthetika auch protektive Effekte wihrend warmer Ischdmie ha-
ben, war Gegenstand einer Untersuchung von FusINAGA und Kollegen (2006). Wéhrend 50
min andauernder warmer Ischdmie bei 37 °C wurden die zuvor explantierten und zunichst
ex vivo perfundierten Rattenlungen mit Isofluran in Konzentrationen von entweder 1 MAC
oder 3 MAC beatmet. AnschlieBend wurden die Lungen fiir 60 min reperfundiert. Neben
einer globalen Verbesserung der Lungenmechanik (Erhohung der dynamischen Compliance
bzw. Reduktion der dynamischen Resistance) senkte die Beatmung mit Isofluran sowohl mit
1 MAC als auch mit 3 MAC neben der pulmonalen Shuntfraktion auch den im Rahmen der
Ischdmie-Reperfusionsreaktion deutlich angestiegenen pulmonalvaskuldren Widerstand so-
wie das Lungengewicht als Ausdruck des pulmonalen Odems signifikant. Daneben konnten
die Autoren in einem zweiten, analog durchgefiihrten Ansatz zeigen, dass die Beatmung der
Lungen mit 1 MAC Isofluran zu protektiven Effekten hinsichtlich der mitochondrialen At-
mung und Apoptose fiihrte.

Die pulmonale Inflammationsreaktion mit Sequestration immunkompetenter Zellpopula-
tionen tritt auch im Rahmen systemischer Ischdmie-Reperfusionsreaktionen auf. Insofern er-
gibt sich moglicherweise in diesem Kontext ein mogliches Einsatzgebiet fiir die Anwendung
volatiler Anésthetika. KALB und Kollegen (2008) untersuchten, ob die Exposition von Ver-
suchstieren (Ratte) mit Sevofluran vor (1 MAC fiir 30 min) bzw. nach (1 MAC fiir 180 min)
experimentellem Clamping der infrarenalen Aorta fiir 120 min die pulmonale Sequestration
von neutrophilen Granulozyten beeinflusst. Wihrend die Ischimie-Reperfusionsreaktion zu
einem signifikanten Anstieg der pulmonalen Sequestration neutrophiler Granulozyten fiihrte,
bewirkte die Prikonditionierung — nicht jedoch die Postkonditionierung — mit Sevofluran eine
wiederum signifikante Reduktion der pulmonalen Zellsequestration.

5. Konklusion

Die bislang vorliegenden Befunde belegen, dass volatile Anisthetika antiinflammatorische
und organprotektive Wirkungen im Hinblick auf die pulmonale Entziindungsreaktion haben.
Diese Wirkungen konnten in unterschiedlichen Modellen — von der primir pulmonalen Ent-
ziindung durch Inhalation von Lipopolysaccharid iiber die pulmonale Inflammation sekundir
zur systemischen Inflammation wihrend Endotoxinidmie, bis hin zur pulmonalen und syste-
mischen Ischdmie-Reperfusionsreaktion nachgewiesen werden.

Vor dem Hintergrund der bislang verfiigbaren Daten konnten volatile Anésthetika im Hin-
blick auf die Priavention sowie Therapie der akuten pulmonalen Entziindungsreaktion zukiinf-
tig Bedeutung erlangen.

Konkrete klinische Szenarien, in denen volatile Anédsthetika aus ,,immunmodulierender
pulmonaler* Indikation eingesetzt werden konnten, sind beispielsweise deren Anwendung
wihrend und nach extrakorporaler Zirkulation sowie die Prikonditionierung des Spenderor-
gans zur Lungentransplantation. Inwieweit intensivmedizinische Erkrankungen und Syndro-
me, wie das akute Lungenversagen (ARDS) des septischen Patienten, ein mogliches Anwen-
dungsgebiet sein kdnnten, muss in weiteren Untersuchungen, die auch mogliche nachteilige
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Wirkungen der Applikation volatiler Anisthetika auf die Immunkompetenz des kritisch kran-
ken Patienten beriicksichtigen, gekldrt werden.
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Hepatische Protektion — Von der ischimischen
Prikonditionierung zur pharmakologischen
Konditionierung durch den Anisthesisten

Alexander CHOUKER (Miinchen)
Mit 2 Abbildungen

Zusammenfassung

Klinische und tierexperimentelle Untersuchungen zeigen die Wirksamkeit der ischdmischen Prikonditionierung zum
Schutz vor Ischamiereperfusionsschaden der Leber auf. Dabei wird Adenosin als einer der zentralen Mediatoren
dieses Mechanismus diskutiert. Die Bedeutung der Adenosin-vermittelten protektiven Wirkung wurde im Tierex-
periment durch Infusion nativen Adenosins im Sinne einer pharmakologischen Konditionierung bestitigt. Gerade
aufgrund ihrer klinischen Attraktivitit konnte eine kombinierte pharmakologische Pri- und Postkonditionierung, bei-
spielsweise durch die Anwendung von Adenosin-Analoga gemeinsam mit ebenfalls bei Konditionierung wirksamen
volatilen Anisthetika, angewendet werden, um im Sinne eines ,,multi-drug-regimen* die Folgen des durch Trauma
und Ischimiereperfusion bedingten Organschadens zum Wohle des Patienten weiter zu reduzieren.

Abstract

Evidence from clinical and experimental investigations describe the benefits of ischemic preconditioning to protect
liver tissue from subsequent more severe ischemic episodes. Protection from the consequences of severe ischemia
by ischemic preconditioning is critically mediated by endogenous release of adenosine and adenosine receptor de-
pendent mechanisms. In addition, pharmacologic conditioning through infusion of adenosine as pre-treatment could
prevent from hepatic ischemia and reperfusion injury in mice. Since liver ischemia and reperfusion injury is substan-
tially reduced by pre- and post-conditioning regimen either with adenosine or also with volatile anesthetics alone, a
multi-drug-regimen combining the redundant and complementary action of adenosine analogues and volatile anes-
thetics can further limit tissue injury and improve patient outcome.

1. Einleitung

Das Fachgebiet der Anésthesiologie umfasst die Vorbereitung des Patienten fiir den bevorste-
henden operativen Eingriff, die intraoperative Betreuung und Therapie sowie die Nachbehand-
lung. Neben der Durchfiihrung der Anésthesie und Analgesie stellt gerade die Aufrechterhal-
tung und Wiederherstellung der vitalen Funktionen und der Organ- bzw. Systemhomdoostase
withrend und nach operativen Maflnahmen eine zentrale Aufgabe des Anisthesisten dar. Da-
bei nimmt die Erfassung der Mechanismen der Stérungen der Organ- und Zellhomoostase im
Rahmen operativer Ma3nahmen, die Priavention im Sinne einer sogenannten Zytoprotektion
und die Therapie von operativ-bedingten Organdysfunktionen eine wichtige Rolle in der an-
asthesiologischen klinischen Tétigkeit und Forschung ein. Dieses zunehmende Verstidndnis
und die Ubertragung der Ergebnisse in vitro, aus tierexperimentellen und vor allem klinischen
Studien in die tigliche Praxis ermdglichten eine kontinuierliche Verbesserung der anisthesio-
logischen Betreuung der Patienten in den letzten Jahrzehnten. So konnen heute frither nicht
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fiir machbar erachtete operative Eingriffe, vor allem bei Alteren und mehrfach vorerkrankten
Patienten erfolgreich durchgefiihrt werden. Auch in der Leberchirurgie hat dieser Fortschritt
— gemeinsam mit einer bedeutenden Weiterentwicklung der Operationsverfahren — die Indi-
kationsstellungen zur Leberteilresektion erweitert. So kann heute die chirurgische Entfernung
benigner oder maligner Lebertumoren als ein etabliertes operatives Verfahren zur Behandlung
hepatischer Neubildungen erachtet werden (PARKS und GARDEN 2001, FONG 1999). Zumeist
handelt es sich dabei um primire Leberzell- oder Gallengangskarzinome oder um Leberme-
tastasen infolge eines metastasierten, kolorektalen Karzinoms. Die Hilfte aller Patienten mit
einem kolorektalen Karzinom entwickeln Lebermetastasen, und 10—15% dieser Patienten
konnen vollstidndig von ihrer Erkrankung geheilt werden (KooBY et al. 2003). Dabei erlauben
die Anwendung moderner pri- und intraoperativer Bildgebungsverfahren eine exakte Tumor-
lokalisation und somit auch eine anatomisch angepasste und damit auch ein das Leberparen-
chym schonende Resektion. Ungeachtet dieses auch technisch bedingten medizinischen Fort-
schritts konnten die Mortalitidt und Morbiditédt nach ausgedehnten Resektionen zwar gesenkt
werden, doch betrégt die perioperative Mortalitidt und Morbiditdt immer noch 5 % bzw. 15 %
(HoLt 2000). Bei ausgedehnten leberchirurgischen Eingriffen kann die Rate aufgrund einer
postoperativen Organdysfunktion bzw. eines Organversagens immer noch 10% bzw. 50 %
betragen. Dieser Artikel soll beschreiben, in welcher neuen Weise sich die anisthesiologische
Betreuung hinsichtlich des Konzepts der Organkonditionierung zum Wohle des Patienten ent-
wickelt hat bzw. sich in Zukunft weiterentwickeln konnte.

2. Der Ischimie- und Reperfusionsschaden der Leber

Gerade aufgrund der hohen Durchblutungsrate der Leber iiber die vendsen sowie arteriellen
Gefille der Leberpforte steht die Kontrolle des Blutverlustes wéhrend der Tumorentfernung
bei der intraoperativen Betreuung durch den Chiurgen und Anésthesisten gleichermaflen im
Vordergrund.

Um lebensbedrohliche Blutungen zuverlédssig zu vermeiden und die Transfusionshiufig-
keit — welche positiv mit einem Tumorezidiv assoziiert ist (STEPHENSON et al. 1988) — von
Fremdblut zu reduzieren, konnen bei Operationen an der Leber die das Organ versorgenden
Gefille fiir die Dauer der Resektion abklemmt werden. James Hogarth PRINGLE beschrieb be-
reits vor einem Jahrhundert eine einfache und sichere Methode der digitalen Kompression des
Leberhilus zur Blutstillung bei Leberverletzungen (PRINGLE 1908). Heute wird durch das Ab-
klemmen der A. hepatica und der V. portae, beispielsweise durch ein temporires Tourniquet,
ein blutverlustarmes Operieren zuverldssig erzielt (MAN et al. 1997, BELGHITI et al. 1999).
Infolge des Pringle-Mand&vers und der daraus resultierenden warmen Ischidmie und Reperfu-
sion der Leber konnen sich jedoch schwere postoperative Storungen der Leberzellintegritét
und -funktion bis hin zum Leberversagen entwickeln. Die zugrundeliegende Pathophysio-
logie wird als Ischamiereperfusionsschaden bezeichnet: Wihrend der Phase einer warmen
Ischdmie (d. h. in situ bei Korpertemperatur) kommt es durch den Mangel an Sauerstoff zur
Beeintrichtigung der aeroben Respiration. Die kompensatorische Steigerung der anaeroben
Glykolyse reicht jedoch nicht aus, um die Energiechomdostase aufrechtzuerhalten. Es folgt ein
verstirkter Abbau von energiereichem Adenosintriphosphat (ATP) und Adenosindiphosphat
(ADP) (PErRALTA et al. 2000). Das in der Zelle bei Sauerstoffmangel dann vermehrt anfallen-
de Adenosinmonophosphat (AMP) kann durch die Abnahme der mitochondrialen Aktivitét
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nicht rephosphoryliert werden, sodass es bis zu Hypoxanthin abgebaut wird, welches ein
wichtiges Substrat fiir die Sauerstoffradikal-Produktion in der Reperfusionsphase darstellt.
Diese initialen Stérungen im Energiehaushalt der Zelle stellen einen entscheidenden patho-
physiologischen Mechanismus dar, der schlieSlich zum Verlust der Ionen-Homdostase von
H*-, Na+- und Ca%*-Ionen und schlielich zu einer 6dematdses Schwellung der Zellen und der
Mitochondrien fiihrt (CARINI et al. 1995, X1A et al. 1996) (Abb. 1).

Ischéamie Reperfusion
—— —— ey

Hypoxie bedingte Hemmung der
oxidativen Phosphorylierung

ATP
Direkte Hydrolyse

YATP ¥ —| ADP —

l Endothelzell- Endothel-
AMP Aktivierung Leukozyten-
1 Interaktion

l
S |

! O,

Xanthin+ | O, Inflammation

Hypoxanthin —— (Zytokine, Chemokine)
MTPT ;
Xanthin-
B Oxidase
Xanthin-
Dehydrogenase
Zell- und —, Mikrozirkulations- +—— ZelltOd
Mitochondrien Storungen/Versagen
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Abb. 1 Initialmechanismen des Ischidmiereperfusionsschadens. Linkes Flussdiagramm: Wihrend Ischdmie und Ge-
webehypoxie werden energiereiche Adeninnukleotide (ATP — Adenosintriphosphosphat, ADP — Adenosindiphos-
phat, AMP — Adenosinmonophosphat) verbraucht und aufgrund der hypoxiebedingten Hemmung der oxidativen
Phosphorylierung nicht ausreichend regeneriert. Der vermehrte Katabolismus von ATP fiihrt weiter zur Beeintréchti-
gung energieabhingiger lonenpumpen und somit zur Storung der lonenhomdostase mit der Folge erhohter intrazellu-
ldrer Na;*- und Ca;2+-Konzentrationen in der Zelle. Durch Calcium-abhingige Offnung der sogenannten ,,mitochon-
drial permeability transition pore (MPTP)“ kann es zur Schwellung der Mitochondrien, zur Ruptur ihrer dufieren
Membran und zur weiteren Beeintrachtigung der ATP-Verfiigbarkeit durch direkte Hydrolyse von ATP kommen.
Der Abbau von ATP bis zum Hypoxanthin sowie die Ca?*-abhingige Umwandlung der Xanthindehydrogenase in
die Xanthinoxidase fithren dann in der Reperfusion (rechtes Flussdiagramm) bei Wiederverfiigbarkeit von Sauerstoff
(O,) zur Bildung reagibler Superoxidanionen (O,"). Superoxidanionen stehen am Beginn einer Entziindungskaskade,
die vor allem durch Gewebsmakrophagen und Granulozyten vermittelt wird, welche durch Aktivierung der NADPH-
Oxidase zu einer weiteren Freisetzung schidigender Superoxidanionen fiihrt. Die Aktivierung und Interaktion der
Endothelzellen und der Phagozyten sowie die Freisetzung von Proteasen fithren gemeinsam mit den vorbestehenden
Zellschadigungen zu Storungen der Mikrozirkulation, zu einer Reduktion des nutritiven Blutflusses und gemeinsam
mit den vorangegangenen direkt metabolisch-toxischen Schédigungen schlieSlich zum hepatozelluldren Zelltod bzw.
Leberversagen.
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Nach Beendigung des Pringle-Mandvers beginnt mit Wiederherstellen des hepatischen Blut-
flusses die Phase der Reperfusion, und die primér metabolischen Stérungen werden infolge
der wieder einsetzenden Durchblutung und Reoxygenierung durch sekunddre inflammato-
rische Reaktionen erheblich verstdrkt. Somit wird in der Phase der Reperfusion Sauerstoff
wieder verfiigbar, der — katalysiert durch die Xanthinoxidase — Hypoxanthin zu Xanthin
oxidiert und selbst zu reagiblen Superoxidanionen reduziert wird (Abb. 1). Die reaktiven
Superoxidanionen stellen den Ausgangspunkt fiir nachfolgende komplexe inflammatorische
Reaktionen dar. Dazu tragen initial auch aktivierte Kupfferzellen (gewebstindige Makropha-
gen in der Leber) und polymorphkernige neutrophile Leukozyten (PMN) bei, die ebenfalls
Sauerstoffradikale, Stickstoffmonoxid (NO) und auch pro-inflammatorische Zytokine (z. B.
Tumornekrosefaktor-a) oder Chemokine (Interleukin 8) freisetzen (CHOUKER et al. 2005a).
Diese Mediatoren fiihren ihrerseits zu einer weiteren auto- und parakrinen Aktivierung der
polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten und bewirken deren Diapedese in das Leber-
parenchym. Gerade die polymorphkernigen Leukozyten stellen eine in der Pathologie des
Ischdmiereperfusionsschadens sehr wichtige Zellpopulation dar, da sie — nach Aktivierung
und Adhérenz an das Endothel — bakterizide Substanzen und weitere reaktive Sauerstoffspe-
zies in erheblichem Umfang freisetzen konnen (JAESCHKE 2006). Unter solchen Bedingungen
einer unumkehrbaren, massiven Storung der Energie- und Ionenhomoostase bzw. Inflamma-
tion werden Phospholipasen, Nukleasen und Proteasen aktiviert und schlielich der Zelltod
durch Apoptose und Nekrose der Zelle verursacht (HALESTRAP et al. 2004). Dies miindet
letztlich in die Entwicklung eines Organschocks (JAESCHKE et al. 1990).

3. Die intraoperative ischiimische Prikonditionierung der Leber

Die Anpassung des Organismus an sich verdndernde Umweltbedingungen ist ein wichtiges
Prinzip in der Evolutionsbiologie und stellt einen Uberlebensvorteil in der Natur dar. Dass
diese Anpassung des gesamten Organismus auch gezielt gegen wiederholte Traumata erfol-
gen kann, konnte NOBLE erstmals im Jahre 1942 an Versuchstieren aufzeigen, und Charles
E. MuUrrY (MURRY et al. 1986) fiihrte spiter den Begriff des ,,preconditioning* ein (siche
Beitrag von M. THIEL) und bezeichnete damit die akute Adaptation eines einzelnen Organs
an eine Ischidmie. Das Prinzip der ischdmischen Prikonditionierung (IPC) beruht auf der pra-
ventiven Wirkung einer oder mehrerer kurzer Phasen einer Ischamie und Reperfusion, die vor
den Gewebeschiden einer nachfolgenden ldngeren Ischdmie schiitzen konnen. Die Effizienz
dieser Form der Protektion wurde in tierexperimentellen Untersuchungen fiir einzelne Orga-
ne, beispielsweise das Gehirn und das Herz, aufgezeigt. Die Giiltigkeit dieses als universell
geltenden Konzeptes konnte in eigenen préklinischen sowie in klinischen, prospektiv rando-
misierten Studien an Patienten auch fiir das Organ Leber aufgezeigt werden (CHOUKER et
al. 2004, 2005a). Unsere Ergebnisse bestdtigen und erweitern die Berichte anderer Gruppen
(CLAVIEN et al. 2003), die ebenfalls zeigten, dass die ischdmische Prikonditionierung auch
beim Menschen eine wirksame Maflnahme zum Schutz der Leber vor den Ischdmiereperfu-
sionsschidden nach langen Ischdmien (>30 min) bei geplanten Leberteilresektionen darstellt.

Die beim Patienten durch ischdmische Prikonditionierung induzierte Hepatoprotektion
wird laborchemisch an der tiber 50 %-igen Reduktion der im postoperativen Verlauf aus den
Leberzellen freigesetzten Transaminasen, z. B. der Alanin-Amino-Transferase (ALT) und der
a-Glutathion-S-Transferase (a-GST), erkennbar (CHOUKER et al. 2005¢). Der Anstieg der Se-
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rumaktivititen bzw. -konzentrationen dieser Leberenzyme gilt als wichtiger laborchemischer
Parameter einer erheblich gestorten hepatozelluldren Integritidt. Der Organschaden konnte
durch IPC sogar auf ein Ausmal reduziert werden, welches in der Patientengruppe quanti-
fiziert wurde, bei der die Leberresektion ohne Pringle-Manover durchgefiihrt wurde. Daraus
lasst sich schlieBen, dass der durch Ischdmiereperfusion verursachte Zellschaden durch die IPC
vollstindig aufgehoben wird (CHOUKER et al. 2005a, ¢). Der durch die ischdmische Prikon-
ditionierung induzierte Schutz kann dabei auf (a.) Verdnderungen des Zellstoffwechsels sowie
auf (b.) die Reduktion inflammatorischer Reaktionen in der Reperfusionsphase zuriickgefiihrt
werden. Die Wirksamkeit der IPC auf metabolischer Ebene wird dahingehend diskutiert, dass
in einer nachfolgenden, langeren Ischdmie weniger ATP im Gewebe verbraucht und somit we-
niger anerobe Glykolyse notwendig ist. Das ldsst sich im Begriff des sogenannten ,,metabolic
arrest” zusammenfassen und sich entsprechend durch niedrigere Blut- und Gewebespiegel der
ATP-Abbauprodukte und von Laktat quantifizieren (NAKAYAMA et al. 1999, CHOUKER 2005b)
und stellt einen wichtigen Befund fiir den Erhalt der mitochondiralen bzw. hepatozellulidren
Energiehomoostase dar (CLAVIEN et al. 2003). Zudem konnte die durch Ischimie und Reperfu-
sion induzierte Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und das Ausmaf} von pro-inflamma-
torischen Reaktionen signifikant abgeschwicht werden (CHOUKER et al. 2005c).

4. Von der ischimischen zur pharmakologischen Prikonditionierung

Das Nukleosid Adenosin konnte nicht nur am Herz und im Gehirn (HAWALESHKA und JA-
COBSOHN 1998), sondern auch an der Leber als ein zentraler Mediator des Schutzeffektes der
ischdmischen Prikonditionierung charakterisiert werden. Beim Patienten konnte aufgezeigt
werden, dass unmittelbar nach 10 min Ischdmie der Leber zur ischdmischen Prikonditionie-
rung die Adenosinkonzentrationen und die Konzentrationen seiner unmittelbaren Metabolite
Inosin, Hypoxanthin und Xanthin im Blut anstiegen (CHOUKER et al. 2005b). Uber welchen
der vier bekannten Adenosinrezeptoren (Abb. 2) das gebildete Adenosin seine Wirkung ver-
mittelt, wurde im Modell des hepatischen Ischdmiereperfusionsschadens der Maus definiert.
Es konnte dabei gezeigt werden, dass die ischdmische Prikonditionierung in sogenannten
A2A-Rezeptor-,,Knock-out“-Médusen — d. h. in gen-manipulierten Tieren, die keinen funk-
tionsfahigen Adenosin-A2A-Rezeptor exprimieren — keine Hepatoprotektion bewirken kann.
Diese in vivo erhobenen Befunde bestitigen die mit spezifischen Adenosin-Rezeptor-Agonis-
ten und -Antagonisten in vitro und in vivo durchgefiihrten Untersuchungen zur Bedeutung des
A2A-Rezeptors (Aral et al. 2000, CARINI et al. 2004). Somit konnte erstmals im Sinne einer
»genetischen Evidenz™ gezeigt werden, dass an der Leber Adenosin tiber den Gs-gekoppelten
Adenosin-A2A-Rezeptor den hepatoprotektiven Effekt der ischdmischen Prikonditionierung
der Leber vermittelt (Abb. 2).

Ausgehend von der Bedeutung ,.,endogener” Adenosinkonzentrationen bei der ischdami-
schen Prikonditionierung und der iiber den Adenosin-A2,-Rezeptor vermittelten hepato-
protektiven Wirkungen haben wir gepriift, ob nicht auch durch ,,exogen®, d. h. intravenos,
infundiertes Adenosin die Leber vor Ischdmiereperfusionsschiden im Sinne einer pharma-
kologischen Prikonditionierung geschiitzt werden kann. Dabei wurde die pharmakologische
Wirkung einer 10-miniitigen Adenosininfusion auf den nachfolgenden Ischédmiereperfu-
sionsschaden gepriift. Die intravenose Gabe von nativem Adenosin iiber 10 min konnte den
nachfolgenden Ischdmiereperfusionsschadens signifikant reduzieren und auch die nach Isch-
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Abb. 2 Adenosinrezeptoren. Es konnten bisher vier Adenosinrezeptoren charakterisiert werden, die alle der Gruppe
der transmembranalen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren angehoren. Die Adenosinrezeptoren binden Adenosin mit
hoher (A1 und A2A) oder niedrigen Affinitit (A2B, A3) und fiihren entweder zu einer Aktivierung (A2A, A2B) oder
Hemmung (A1, A3) der Adenylylzyklase (SiTKOvsKy et al. 2004). Die Adenylylzyklase katalysiert die Umwandlung
von Adenosintriphosphat (ATP) in zyklisches Adenosin-3°,5‘-monophosphat (cAMP). (Gs — stimulierendes Protein,
Gi —inhibierendes Protein). Die durch ischdmische Prakonditionierung vermittelte Zytoprotektion ist nicht ubiquitar
in allen Organen von nur einem Adenosin-Rezeptor-(Sub)-Typ vermittelt und ist beispielsweise am Myokard iiber
den Al- (REICHELT et al. 2005) bzw. A3-Rezeptor (DE JONGE et al. 2002), im Gehirn iiber den Al- (NAKAMURA et
al. 2002) und an der Leber iiber den A2A-Rezeptor induzierbar (CHOUKER et al. 2008).

dmie und Reperfusion auftretende inflammatorische Antwort signifikant schwichen. Insge-
samt waren die durch die Adenosininfusion vermittelten Schutzeffekte ebenso effizient und
vergleichbar mit der Wirkung einer ischdmischen Prikonditionierung. Die Wirksamkeit von
nativem Adenosin im Sinne einer pharmakologischen Prikonditionierung zeigte auch NILs-
SON (NILssON et al. 2000) durch Anwendung von Dipyridamol, einem sogenannten Ade-
nosin-,.,re-uptake“-Inhibitor, der die endogene Adenosinkonzentration erhohte, und so den
Ischdmiereperfusionsschaden verringern konnte. Dass dieser Effekt der pharmakologischen
Prikonditionierung durch Adenosin ebenfalls iiber einen Adenosin-A2,-Rezeptor vermittelt
ist, zeigten CARINI et al. (2001) durch die Anwendung des hochselektiven, synthetischen
A2,-Rezeptor-Agonisten CG21680. Zudem bestitigen eigene Untersuchungen die Rolle des
A2,-Rezeptors bei der pharmakologischen Prikonditioinierung.

Die pharmakologische Aktivierung purinerger Signalwege kann daher als ein effizien-
tes Wirkungsprinzip endogener Mechanismen zur Prikonditionierung angesehen werden. Es
gilt aber nicht als ein alleingiiltiges Prinzip, da andere priventive Massnahmen ebenfalls ei-
nen Schutz der Leber im Sinne einer Priakonditionierung bewirken konnen. Weitere Ansitze
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zur pharmakologischen Prikonditionierung der Leber zeigten, dass neben NO-abhingigen
(CarINI et al. 2003) auch NO-unabhingige Signalwege (CARRASCO-CHAUMEL et al. 2005),
Prostazyklin (MEYER et al. 2001) und auch direkt antioxidative Substanzen (beispielsweise
N-Acetyl-Cystein; SMYRNIOTIS et al. 2005) eine Hepatoprotektion bewirken konnen. Dabei
konnte die pharmakologische Prikonditionierung im weiteren Sinne durch die Begriffe der
,hormonellen* (durch Artriales Natriuretisches Peptid; KIEMER et al. 2002) oder ,,anti-in-
flammtorischen (durch Interleukin 10; DONCKIER et al. 2003) bzw. ,,anti-oxidativen* (durch
N-Acetyl-Cystein; SMYRNIOTIS et al. 2005) Prikonditionierung ergénzt werden.

5. Konzepte zum Erhalt der Organhomdoostase durch pharmakologische
Konditionierung durch den Anésthesisten:
Die Rolle von Adenosin und volatilen Anésthetika

Weitere, gerade in der klinischen Praxis zur Privention des hepatischen Ischdmiereperfu-
sionsschadens der Leber vielversprechende und praktisch anwendbare Methoden der Kondi-
tionierung konnten — neben der gezeigten Wirksamkeit der ischdmischen Prikonditionierung
und der Prikonditionierung durch Adenosin — vor allem auch unmittelbare anésthesiologische
MaBnahmen wie die Konditionierung durch volatile Anisthetika sein. So konnten ZAUGG
und Kollegen die Wirksamkeit von Isofluran zur Verringerung des Ischdamiereperfusions-
schadens am Herzmuskel zeigen und erstmals unter dem Mikroskop an Herzmuskelzellen
nach Priikonditionierung mit Isofluran dokumentieren, dass volatile Ansthetika die Offnung
des mitochondrialen ATP-abhingigen Kalium-Kanals an der Herzmuskelzelle bewirken
(ZAUGG et al. 2002). Damit wirken Inhalationsanésthetika, ebenso wie bei der ischamischen
Prikonditionierung, auf einen zentralen mitochondrialen Effektormechanismus, der zur ra-
schen Zytoprotektion fiihrt. Die Wirksamkeit der pharmakologischen Prikonditionierung
durch volatile Anédsthetika im Sinne einer Hepatoprotektion konnte kiirzlich erstmals bei
Patienten gezeigt werden, die sich einer Leberteilresektion mit Pringle-Mandver unterzo-
gen. Dabei konnte die Priakonditionierung mit Sevofluran den hepatozelluldren Schaden im
Vergleich mit dem der nicht-prikonditioinierten, d. h. durchgehend mit dem intravendsen
Narkotikum Propofol anésthesierten, Patienten signifikant reduzieren (BECK-SCHIMMER et
al. 2008). Hier stellen inhalative Anésthetika auch in der postischimischen Phase ein inter-
essantes Konzept der Zytoprotektion dar. Tatsdchlich beschreiben experimentelle Unter-
suchungen eine schiitzende Wirkung volatiler Anisthetika in der postischdmischen Phase,
beispielsweise fiir das gesunde oder vorgeschiadigte Myokard (LUCCHINETTI et al. 2005,
ZHU et al. 2006, TESSIER-VETZEL et al. 2006). Es konnten auch erste Daten erhoben wer-
den, dass (a.) das Narkosegas Sevofluran zusitzlich zum Herzen der Patienten auch deren
Nieren gegen den operativen Stress schiitzt (JULIER et al. 2003) sowie pro-inflammatorisch
wirksame Effektorzellen wirksam hemmen und den Entziindungsvorgang im Sinne einer
Postkonditionierung abschwichen kann (STEURER et al. 2008). Volatile Anidsthetika greifen
genau in die Mechanismen des Ischamiereperfusionsschadens ein, die sonst zum Zelltod und
Organschock fiihren wiirden (Abb. 1).

Aus diesen Ergebnissen zur Wirkung der volatilen Anésthetika lieBe sich auch eine kom-
binierte Anwendung im Sinne einer Prikonditioinierung und einer nachfolgenden Postkon-
ditionierung fiir eine pridventive als auch therapeutische Zytoprotektion der Leber ableiten.
Im Gegensatz zur Prikonditionierung beschreibt das Phinomen der Postkonditionierung die
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Applikation von Pharmaka erst in der Phase der Gewebereperfusion, um die gewebeschi-
digenden Auswirkungen einer Ischimie zu reduzieren (PENNA et al. 2006). Da eine exakte
zeitliche Limitierung der pharmakologischen Massnahmen in der Postreperfusionsphase —im
Gegensatz zur Prikonditionierung — nicht gefordert werden muss, konnten gleich mehrere
pharmakologische Konzepte, gegebenenfalls in Kombination miteinander, zur Anwendung
kommen, die vor allem die Abschwichung der Entziindungsreaktionen in der Leber dimpfen
und somit den postischdmischen Schaden reduzieren sollen. Inwieweit sich derartige durch
volatile Anisthetika induzierbare Mechanismen beispielsweise durch exogenes Adenosin auf
eine synergistische Weise potenzieren lassen, kann erst durch zukiiftige Studien beantwortet
werden.

Vielversprechend in dieser Hinsicht ist die Beobachtung, dass die Aktivierung des Ade-
nosin-A2,-Rezeptor-Signalweges liber die Wirkung einer Prikonditionierung hinaus auch
im Sinne einer Postkonditionierung durch A2,-Rezeptor-abhingige, anti-inflammatorisch
wirksame Signalwege den Leberschaden nach Ischimie und Reperfusion begrenzen kann
(BiLzer und GERBEs 2003, DAy 2004). Neben der Reduktion des Ausmalies der Gewe-
beinflammation kann die Zufuhr von Adenosin zudem eine beschleunigte Resynthese ener-
giereicher Phosphate ermdglichen und somit die Energiehomoostase unmittelbar verbessern
(PaLoMmBo et al. 1993). Dementsprechend konnte gerade die Kombination von pharmakolo-
gischer Prikonditionierung und Postkonditionierung durch Adenosin den erwarteten hepa-
toprotektiven Effekt verstirken. Aufgrund der hohen klinischen Bedeutung der pharmako-
logischen Konditionierung wird aktuell in einer kontrollierten, doppelblind-randomisierten
klinischen Studie am Klinikum GroB3hadern am Patienten gepriift, ob natives, zentral-venos
appliziertes Adenosin ebenfalls zur Pri- und Postkonditionierung der Leber vor Anwendung
des Pringle-Mandovers wirksam ist. Erste Ergebnisse einer Pilotstudie zeigen, dass natives,
zentral-venos appliziertes Adenosin wihrend Allgemeinanisthesie mit volatilen Anisthetika
die postoperative Organfunktion verbessert und eine hyperinflammtorische Reaktion nach
Organreperfusion begrenzen kann.

6. Ausblick

Es wird das Ziel zukiinftiger klinischer Studien sein zu priifen, ob die pharmakolgische Kon-
ditionierung, im Sinne eines ,,multi-drug-regimen®, durch die kombinierte Anwendung von
Andisthetika gemeinsam mit Adenosin aufgrund redundanter oder komplimentirer Signalwe-
ge die Folgen des chirurgischen Traumas und des durch Ischamie und Reperfusion bedingten
Stresses reduzieren kann. Sollte sich das Konzept der durch volatile Anisthetika und Purine
(Adenosin) vermittelten Hepatoprotektion klinisch als wirksam erweisen, so konnte diese
Form der Zytoprotektion auch in anderen Organsystemen zum Vorteil der Patienten sein. Die
pharmakologische Konditionierung konnte somit iiberall dort fiir den Patienten von Vorteil
sein, wo er vor den Folgen von Ischimie und Reperfusion wihrend einer Operationen zu
schiitzen ist. Dies trifft im Besonderen fiir die Transplantationsmedizin zu.
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Der Klimawandel gehort zu den dridngendsten globalen Problemen unserer Zeit. Die
Menschheit steht vor besonderen Herausforderungen, um insbesondere den CO,-Ausstof
zu senken. Fiihrende Wissenschaftler aus der Klimaforschung betrachten die Auswirkun-
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Prikonditionierung — ein universelles Prinzip?!

Berthold BEIN (Kiel)
Mit 8 Abbildungen

Zusammenfassung

Remote-Prikonditionierung stellt einen angeborenen, universellen und ubiquitdren Schutzmechanismus gegen Or-
ganischdmie dar. Sie bewirkt — vergleichbar zur ischimischen und Anisthetika-induzierten Prikonditionierung —
sowohl tierexperimentell als auch klinisch organprotektive Effekte. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind noch
nicht vollstiandig geklért. Aufer humoralen Mediatoren spielen vermutlich auch neuronale Afferenzen eine Rolle.
Auf zelluldrer Ebene sind u. a. K pp-Kanile, NO und ROS an der Vermittlung der Protektion beteiligt. Die Remote-
Prikonditionierung konnte in vielen klinischen Fichern eine vielversprechende Methode zur Organprotektion sein.

Abstract

Remote-preconditioning is an innate, ubiquitous and universal protective mechanism against ischemia, which —
comparable to ischemic preconditioning and anaesthetic induced preconditioning — has protective effects on organs.
This could be shown in animal experiments as well as clinical studies. The underlying mechanisms have not been
fully clarified. Apart from humoral mediators, neuronal afferences are believed to play an important role as well.
On cellular level, K yrp channels, NO, ROS and others are involved in transferring protection. In many clinical areas,
remote-preconditioning could be a promising method for protecting organs.

1. Einfiihrung

Unter Prikonditionierung versteht man einen Mechanismus, der es einem Organismus durch
Anpassungsprozesse nach einer kurzzeitigen, nicht letalen Ischdmie ermdglicht, eine darauf
folgende, linger dauernde Ischdmie besser zu verkraften. Der Organismus erwirbt voriiber-
gehend gewissermallen eine Immunitit gegeniiber einer zeitlich begrenzten Ischimie.
Obwohl es sich um einen alten und im Laufe der Evolution gut in vielen Sdugetierspezies
konservierten Mechanismus handelt, wurde das zugrundeliegende Prinzip erst vor gut 20
Jahren und mehr oder weniger zufillig entdeckt (SCHAPER 1996). Forscher in den Wellcome-
Laboratorien in den USA hatten beobachtet, dass geleerte ATP-Speicher nur sehr langsam
wieder aufgefiillt werden. Daher vermuteten sie, dass auch einige kurze ischdmische Phasen
mit anschlieBender Reperfusion ausreichen miissten, um die zelluldaren ATP-Speicher vollig

1 Vortrag anlésslich des Symposiums , Prikonditionierung durch Anisthetika“ der Deutschen Gesellschaft der
Naturforscher Leopoldina an der Johann-Wolfgang-von-Goethe-Universitidt Frankfurt am Main, 14. November
2008.
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aufzubrauchen. Dies war jedoch nicht der Fall. Der ATP-Gehalt nahm nach der zweiten kur-
zen Ischdamie nicht mehr ab. MURRY und REIMER hatten die Idee, dass folgerichtig auch das
Infarktareal nach anschlieender, lingerdauernder Ischdmie geringer sein miisste als ohne
die sogenannte Prikonditionierung. In einem klassischen Versuch an Hunden tiberpriiften sie
diese Hypothese (MURRY et al. 1986). Die Prikonditionierung wurde durch 4 je 5-miniitige
ischdmische Phasen (Ligatur des Ramus interventricularis anterior, RIVA) mit anschlieender
Reperfusion durchgefiihrt. Endpunkt der Untersuchung war u. a. das Infarktareal in Prozent
des Risikoareals. Bei den prikonditionierten Tieren war das Infarktareal signifikant kleiner
als bei den Kontrolltieren. Das Prinzip der Prikonditionierung war erstmals im Tiermodell
erfolgreich nachgewiesen worden.

2. Kardiale Remote-Prikonditionierung

Im Zuge der Aufkldarung der der Prikonditionierung zugrundeliegenden Mechanismen war
schon frith die Frage aufgetaucht, ob ischdmisches Gewebe wihrend der prikonditionieren-
den Ischamie humorale Faktoren freisetzt, die wihrend der Reperfusion mit dem Blutstrom
zu entfernteren Geweben gelangen und dort ebenfalls eine Protektion bewirken konnten.
Diese sogenannte Remote-Prikonditionierung oder Fern-Prikonditionierung wurde erstmals
1993 im Tiermodell untersucht (PRZYKLENK et al. 1993). Bei 8 Hunden wurde der Ramus
circumflexus mit 4 je S-miniitigen Zyklen ischdmisch prikonditioniert, 10 Hunde dienten als
Kontrolle. AnschlieBend wurde ein anderes koronares Versorgungsgebiet einer 40-miniitigen
Ischdmie ausgesetzt. In den Tieren mit Remote-Priakonditionierung zeigte sich ein deutlich
kleineres Infarktareal in Prozent des Risikoareals. Damit war erstmals die Existenz einer Re-
mote-Priakonditionierung nachgewiesen worden. Der erste Nachweis einer organiibergreifen-
den Remote-Prikonditionierung erfolgte einige Jahre spéter bei Ratten, die vor einer 60-mi-
niitigen Koronarischidmie einer 15-miniitigen Ligatur der A. mesenterica superior unterzogen
worden waren (GHO et al. 1996). Bei den Tieren mit vorhergehender Darmischimie war das
Myokardinfarktareal signifikant kleiner als bei den Kontrolltieren ohne Darmischdmie (Abb.
1). Interessanter Weise fehlte der protektive Effekt der Darmischdmie, wenn die A. mesente-
rica superior wihrend des gesamten Versuchsprotokolls ligiert wurde, also keine Reperfusion
des ischdmischen Darmes zugelassen wurde.

3. Zerebrale Remote-Prikonditionierung

Diese ermutigenden Ergebnisse fiihrten zu einem gesteigerten Interesse an der Remote-Pri-
konditionierung zur Protektion eines Organs, dass auf Ischdmie besonders empfindlich re-
agiert: des Gehirns. Kiirzlich konnte ebenfalls bei Ratten gezeigt werden, dass durch wieder-
holte Ligatur eines Hinterlaufs, jeweils gefolgt von einer Reperfusionsphase, das Infarktareal
nach Ligatur der A. cerebri media je nach Prikonditionierungsprotokoll um bis zu 40 % ge-
ringer war als bei den Kontrolltieren (49 % vs. 10 %) (REN et al. 2008) (Abb. 2). Das Ausmal3
der Protektion war dabei vom gewihlten Prikonditionierungsprotokoll abhidngig. Am effek-
tivsten in dieser Untersuchung war eine Prikonditionierung mit 3 je 15-miniitigen Ischdamien,
gefolgt von einer ebenso langen Reperfusionsphase.
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Abb. 1 Effektivitit der Remote-Prikonditionierung (RIPC) durch voriibergehende Ischdmie des Diinndarmes. Das
Infarktareal (in Prozent der Area at risk, AAR) nach anschlieBender Koronarischémie ist signifikant vermindert. Die
RIPC ist dabei genauso effektiv wie die klassische ischdmische Prikonditionierung durch kurzzeitige Koronarischi-
mie (IPC). Modifiziert nach GHo et al. 1996.

4. Mogliche Mechanismen

Im Wesentlichen existieren derzeit drei Hypothesen, wie die Protektion durch Remote-Pri-
konditionierung auf Organebene vermittelt wird. Dabei sind humorale Mediatoren, die mit
dem Blutstrom aus dem prikonditionierten Organ zu entfernt liegenden Organen transpor-
tiert werden, neuronale Efferenzen und schlieBlich die Induktion einer systemischen Ent-
zlindungsreaktion als auslosende Mechanismen diskutiert worden (HAUSENLOY und YELLON
2008) (Abb. 3).

4.1 Humorale Mediatoren

Ein klassisches Experiment, das die Existenz eines oder mehrerer, humoraler Faktoren fiir
die Ubertragung des prikonditionierenden Stimulus nahelegte, wurde von KONSTANTINOV
et al. (2005) an Schweinen nach Herztransplantation durchgefiihrt. Bei den Tieren wurde
eine Remote-Prikonditionierung durch 4 5-miniitige Ischdmien des Hinterlaufs erzeugt. An-
schlieend erhielten die Schweine das denervierte Herz eines Spendertieres transplantiert.
Bei diesem transplantierten Organ wurde dann ein Myokardinfarkt durch Ligatur des RIVA
erzeugt. Bei den prikonditionierten Tieren war das Infarktareal signifikant kleiner als bei den
Kontrolltieren (Abb. 4). Der protektive Effekt der Remote-Prikonditionierung konnte durch
Blockade der ATP-abhéingigen Kalium-Kanile komplett aufgehoben werden, was eine Betei-
ligung dieser Kanile an der intrazelluldren Vermittlung der Protektion nahelegt.
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Abb. 2 Zerebrale Remote-Prikonditionierung. Nach kurzzeitiger Ischdmie eines Hinterlaufes ist der Hirninfarkt
nach Ligatur der A. cerebri media — abhingig vom gewéhlten Prikonditionierungsprotokoll — signifikant kleiner als
bei den Kontrolltieren. Modifiziert nach REN et al. 2008.

Ein weiterer Versuch an neonatalen Kaninchenherzen in Langendorff-Priparation unterstiitz-
te die Hypothese eines humoral iibertragenen, protektiven Agens (WANG 2008). Die Herzen
wurden mit Blut von zuvor Remote-prikonditionerten Tieren oder Kontrolltieren perfundiert.
AnschlieBend wurden die Herzen einem einstiindigen, kardioplegischen Herzstillstand unter-
zogen und nach Beendigung des Versuchs Funktion und strukturelle Integritéit der Mitochon-
drien untersucht. Bei den mit dem Blut prikonditionierter Kaninchen perfundierten Herzen
zeigten sich eine erhaltene Integritiit der duleren Mitochondrienmembran und eine erhaltene
Funktion der Atmungskette. AuBerdem war die Kontraktilitit dieser Herzen signifikant besser
als die der Kontrollorgane.

4.2 Neuronale Efferenzen

Im Gegensatz dazu lassen zwei andere Studien zum Mechanismus der Remote-Prikonditio-
nierung einen wichtigen Anteil neuronaler Efferenzen vermuten.

In der zuvor schon zitierten Untersuchung, die erstmals eine Remote-Priakonditionierung
ausgelost durch eine vorausgehende Darmischidmie zeigen konnte, liel sich der protektive
Effekt der Darmischidmie durch Gabe eines Ganglienblockers vollstindig aufheben (GHO
1996). Dies deutet auf eine Rolle autonomer Ganglien bei der Signaltransduktion hin, zumal
die ischdmische Prikonditionierung am Herzen direkt durch den Ganglienblocker nicht re-
versiert werden konnte.

DING et al. (2001) untersuchten bei Kaninchen den protektiven Effekt einer renalen
Ischdmie auf das Infarktareal nach anschlieBender Koronarischimie und beobachteten eine
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Abb. 3 Moglicher Mechanismus zur Vermittlung des prikonditionierenden Stimulus im entfernt liegenden Gewebe.
Mediatoren wie Adenosin oder andere Substanzen 19sen iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) intrazellula-
re Anpassungsprozesse aus. In die weitere Signalkaskade sind u. a. Kinasen wie Akt und Erk sowie die Proteinkinase
C, involviert, ebenso wie NO und reaktive Sauerstoffradikale (ROS).

Den Endeffektor auf zelluldrer Ebene stellen wahrscheinlich im Mitochondrium ein die mitochondriale Permeabilitit
regulierender Kanal (mitochondrial permeability transition pore, nPTP) und ATP abhingige Kalium-Kanéle dar (K xrp).
Eine geringere Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP fiihrt zu einer erhaltenen Integritit der mitochondrialen Atmungs-
kette, wihrend die Aktivierung der ATP-abhingigen Kalium-Kanile u. a. zu einer Hyperpolarisation der Zelle und
einem verkiirzten Aktionspotential fiihrt. Einzelheiten siehe Text. Modifiziert nach (HAUSENLOY und YELLON 2008).

signifikante Reduktion des Infarktes in den préikonditionierten Tieren. Dieser Effekt konnte
komplett durch eine Durchtrennung des die Niere versorgenden Nervengeflechts aufgehoben
werden. Funktionelles Korrelat dieser nerval vermittelten Protektion war eine wihrend der
Ischédmie signifikant erhohte Impulsrate renaler Afferenzen. Applikation eines Adenosin-An-
tagonisten reduzierte die Impulsrate, was auf eine Aktivierung der renalen Afferenzen durch
lokal freigesetztes Adenosin hindeutet (Abb. 5). Diese Befunde konnten insofern erkldren,
dass sowohl humorale Mediatoren (apokrin oder sytemisch wirksam) als auch nervale Affe-
renzen eine Rolle bei der Remote-Prikonditionierung spielen. Moglicherweise sind hier auch
Unterschiede zwischen den verwendeten Versuchstierspezies oder den untersuchten Organ-
systemen von Bedeutung.

4.3 Systemische Entziindungsreaktion

Einige Studien legen nahe, dass eine Modulation der systemischen Inflammationsreaktion an
der Vermittlung protektiver Effekte der Remote-Prikonditionierung beteiligt ist. Beispiels-
weise konnte in gesunden Probanden gezeigt werden, dass durch eine Unterarmischimie die
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Abb. 4 Klassisches Experiment zum Nachweis einer tiberwiegend humoral vermittelten Remote-Prikonditionierung
(RIPC). Bei Schweinen nach Transplantation eines denervierten Spenderherzens wurde eine Koronarischdmie indu-
ziert. Bei den prikonditionierten Tieren war das Infarktareal (in Prozent der Area at risk, AAR) signifikant kleiner
als bei den Kontrolltieren. Dieser Effekt konnte durch Blockade der K yrp-Kanile durch das Antidiabetikum Gliben-
clamid komplett aufgehoben werden. Modifiziert nach KONSTANTINOV et al. 2005.

Expression proinflammatorischer Gene in Leukozyten signifikant unterdriickt wird. Innerhalb
von 15 min nach dem prikonditionierenden Stimulus war die Transkription von Genen, die
bei der Zytokinsynthese, bei der Chemotaxis, der Adhision und der Migration von Leukozy-
ten bzw. der Apoptose eine Rolle spielen, deutlich vermindert (KONSTANTINOV et al. 2004).
Allerdings sind bislang nur wenige Untersuchungen verfiigbar, die auf die Inflammations-
reaktion nach Remote-Priakonditionierung fokussieren.

5. Molekulare Mechanismen

Im Gegensatz zur ischdmischen und Anésthetika induzierten Prikonditionierung sind die mo-
lekularen Mechanismen der Remote-Prikonditionierung noch nicht so gut untersucht. We-
sentliche Faktoren, die bei der ischdmischen Prikonditionierung eine Rolle spielen, ndmlich
ATP-sensitive Kalium-Kanile (K spp), Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Sauerstoffradika-
le (ROS), sind vermutlich auch an der Remote-Prikonditionierung beteiligt (HAUSENLOY und
YELLON 2008). In einer aktuellen Untersuchung an Ratten wurde das Herz durch eine 15-mi-
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Abb. 5 Einfluss einer Durchtrennung des die Niere versorgenden Nervengeflechts auf die Effektivitit der Remote-
Prikonditionierung (RIPC). Bei Ratten wurde vor Koronarischidmie eine Ligatur der Nierenarterie durchgefiihrt.
RIPC fiihrte zu einer signifikanten Verkleinerung des Myokardinfarktareals (in Prozent der Area at risk, AAR).
Dieser Effekt konnte durch Durchtrennung des renalen Nervenplexus komplett aufgehoben werden. Modifiziert nach
DING et al. 2001.

niitige Okklusion beider Aa. femorales prikonditioniert und anschliefend einer 30-miniitigen
Koronarischdmie ausgesetzt (SHAHID et al. 2008). Wie schon in anderen Untersuchungen
fiihrten sowohl die Prikonditionierung als auch die Infusion des NO-Donators L-Arginin
bzw. des K ypp-Aktivators Diazoxid zu einer signifikanten Verminderung des Infarktareals und
des myokardialen Zellschadens und verbesserten ebenfalls signifikant die myokardiale Funk-
tion nach Reperfusion (Abb. 6A und B). Diese Effekte konnten jedoch durch Hemmstoffe der
NO-Produktion (L-NAME) und der ROS-Produktion (N-Acetyl-Cystein, NAC) aufgehoben
werden. Aulerdem bewirkte auch die Gabe des K ypp-Blockers 5-HD und des Radikalfingers
NAC einen Verlust der Protektion. Diese Befunde legen nahe, dass die Remote-Prikondi-
tionierung durch eine Kombination aus erhdhter NO-Synthese, Offnen von K p-Kanilen
und gesteigerter ROS-Produktion auf zelluldrer Ebene vermittelt wird. Dabei scheint NO am
Beginn der Signalkaskade zu stehen, indem es die mitochondrialen K,rp-Kanile aktiviert,
wodurch wiederum die Produktion von ROS hochreguliert wird. Zahlreiche weitere experi-
mentelle Befunde legen nahe, dass der Endeffektor fiir die friihe Protektion K ypp-Kanile sind
(LOUKOGEORGAKIS et al. 2007). Diese bewirken eine Hyperpolarisation der Zelle, eine ver-
kiirztes Aktionspotential und verhindern eine Calcium-Uberflutung der Zelle. Vergleichbar
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Abb. 6 Mogliche intrazelluldre Mediatoren und Signalkaskaden bei Remote-Prikonditionierung (RIPC) im Rat-
tenexperiment. RIPC vor Koronarischimie wurde durch Ischdmie der A. femoralis induziert. Das Infarktareal (in
Prozent der Area at risk, AAR) war nach RIPC signifikant reduziert. Dieser protektive Effekt konnte durch Blockade
der K,rp-Kanile (5-HD) und der NO-Produktion (L-NAME) bzw. Radikalfinger (NAC) aufgehoben werden (A).
Wahrscheinlich ist dabei die NO-Produktion der Aktivierung der K rp-Kanile vorgeschaltet, da eine Blockade der
Krp-Kanile den protektiven Effekt der L-Arginin induzierten NO-Produktion aufhebt. Die Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) wiederum scheint der Aktivierung der K rp-Kanile nachgeschaltet zu sein, da der Radi-
kalfanger NAC die Protektion durch direkte Aktivierung dieser Kanile (via Diazoxid) autheben kann (B). Modifiziert
nach SHAHID et al. 2008.
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mit der klassischen ischdmischen und auch der Anisthetika-induzierten Prikonditionierung
konnte auch bei der Remote-Prikonditionierung ein frithes Zeitfenster (effektiv nach Minuten
bis zu Stunden nach dem Stimulus) und ein zweites, spites Zeitfenster (effektiv 12 bis 48 h
nach Prikonditionierung) nachgewiesen werden (LOUKOGEORGAKIS et al. 2005).

6. Klinische Studien

Trotz dieser ermutigenden, tierexperimentellen Befunde dauerte es relativ lange, bis das Prin-
zip der Remote-Prikonditionierung auch in klinischen Studien untersucht wurde, und bislang
sind nur wenige Studien zum Thema Remote-Prikonditionierung publiziert worden. Eine der
ersten Untersuchungen beschiftigte sich mit dem Zeitfenster und dem zugrundeliegenden
Mechanismus einer Remote-Prikonditionierung im Geféf3system (LOUKOGEORGAKIS et al.
2005). Bei gesunden Probanden wurde ein Endothelschaden durch 20-miniitige Ischdmie ei-
nes Armes induziert. Die Remote-Priakonditionierung erfolgte durch 3 je 5-miniitige Zyklen
von Ischidmie und Reperfusion am kontralateralen Arm zu verschiedenen Zeitpunkten vor
dieser Armischidmie. AnschlieBend wurde bei den Probanden durch erneute Ischdmie eine
reaktive Hyperdmie provoziert. Endpunkt der Studie war das Ausmaf} der wéihrend der Hy-
perdamie induzierten Gefédfidilatation, wobei ischamisch geschiddigtes Endothel in der Regel
eine signifikant geringere Dilatation zeigt. Wéahrend bei den Kontrollversuchen eine signifi-
kante Abnahme der Geféldilatation auftrat, war sie nach Priakonditionierung uneingeschréinkt
nachweisbar. Interessanter Weise konnte dieser protektive Effekt durch gleichzeitige Infusion
eines Ganglienblockers aufgehoben werden, was auf eine Beteiligung des autonomen Ner-
vensystems an der Vermittlung der Protektion hindeutet.

Die erste Untersuchung an Patienten schloss Kinder zur Korrektur eines angeborenen
Herzfehlers ein, bei denen eine Remote-Prikonditionierung durch 4 je 5-miniitige Zyklen
von Ischiamie und Reperfusion eines Beines induziert wurde (CHEUNG 2006). Postoperativ
zeigten sich geringere Serumkonzentrationen von Troponin I und ein verminderter Bedarf an
inotropen Pharmaka bei den prikonditionierten Kindern.

Eine britische Gruppe publizierte 2007 die Ergebnisse einer Pilotstudie an 57 Patien-
ten, die sich einer aortokoronaren Bypassoperation unterziehen mussten (HAUSENLOY et al.
2007). Die Patienten wurden randomisiert und einfach geblindet entweder einer Remote-
Priakonditionierung mit einer handelsiiblichen Blutdruckmanschette am Oberarm unterzogen
(jeweils 3 5-mintitige Intervalle von einer 5-miniitigen Reperfusion unterbrochen) oder er-
hielten die Blutdruckmanschette als Kontrolle angelegt, ohne sie aufzublasen. Endpunkt war
der myokardiale Zellschaden bis 72 h postoperativ. Bei der Untersuchung des myokardialen
Zellschadens zeigte sich eine signifikant geringere Serumkonzentration von Troponin T bis
zu 48 h postoperativ bei den Patienten, die einer Remote-Priakonditionierung unterzogen wor-
den waren (Abb. 7). Im Hinblick auf die simple Intervention ein iiberraschendes und ermuti-
gendes Ergebnis.

AuBerhalb der Kardiochirurgie ist derzeit nur eine Untersuchung an Patienten zur Korrek-
tur eines Bauchaortenaneurysmas verfiigbar (ALI et al. 2007). 82 Patienten wurden entweder
mittels zweimaliger 10-miniitiger Ischdmie der A. illiaca communis, gefolgt von einer ebenso
langen Reperfusion, prikonditioniert oder der Kontrollgruppe zugewiesen.

Remote-Prikonditionierung verminderte postoperativ signifikant die Héufigkeit eines
myokardialen Zellschadens um 27 %, von Myokardinfarkten um 22 % und von Niereninsuf-
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Abb. 7 Remote-Prikonditionierung (RIPC) bei herzchirurgischen Patienten. Die Serumkonzentration von Troponin

T war bei den prikonditionierten Patienten bis 48 h signifikant niedriger als bei den Kontrollpatienten. Modifiziert
nach HAUSENLOY et al. 2007.
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Abb. 8 Remote-Prikonditionierung (RIPC) bei gefaichirurgischen Patienten. Bei den prikonditionierten Patienten
war die Inzidenz eines myokardialen Zellschadens (Troponin I positiv), eines Myokardinfarktes (MI) und einer Nie-
reninsuffizienz (NI) signifikant vermindert. Modifiziert nach AL1 et al. 2007.
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fizienz um 23 % (Abb. 8). Nebenwirkungen des Prikonditionierungsprotokolls an der betrof-
fenen Extremitit konnten dabei nicht beobachtet werden.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Effektivitit der Remote-Prikonditionierung ist sowohl experimentell als auch klinisch
mehrfach nachgewiesen worden. Allerdings ist die Datenlage — insbesondere im Hinblick
auf die Zahl der bislang publizierten klinischen Studien — noch nicht sonderlich belastbar.
Weitere Untersuchungen zum Thema sind daher notwendig. Weiterhin bleibt zu klédren, ob die
voriibergehende Ischdmie eines entfernten Organs protektive Effekte nur vor der definitiven
Ischédmie des Zielorgans hat (klassische Prikonditionierung) oder ob auch eine Ischdmie wih-
rend bzw. nach der Ischidmie des Zielorgans (Remote-Postkonditionierung) gleichermafien ef-
fektiv ist. Eine erste tierexperimentelle Untersuchung zu diesem Thema wurde von ANDREKA
et al. (2007) an Schweinen durchgefiihrt. Bei den Tieren wurde im Anschluss an eine 90-mi-
niitige Koronarischimie eine Postkonditionierung mittels 4 je 5-miniitiger Zyklen von Isch-
dmie und Reperfusion eines Hinterlaufs durchgefiihrt. Die postkonditionierten Tiere zeigten
ein geringeres Infarktareal und einen geringeren myokardialen Zellschaden im Vergleich zu
den Kontrolltieren. Die Moglichkeit einer effektiven Remote-Postkonditionierung erdffnet im
klinischen Alltag (akutes Koronarsyndrom, TIA, Apoplex) eine Reihe vielversprechender,
therapeutischer Optionen. Auch hier sind weitere Untersuchungen dringend erforderlich.
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