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Zusammenfassung

Murry et al. entdeckten 1986 in einem open-chest Modell des Hundes, dass repetitive, kurzzeitige
Ischdmien und Reperfusionen die InfarktgroBe einer folgenden, prolongierten Ischdmie im Vergleich
zur Kontrolle signifikant reduzieren — dieses Phdnomen wurde ischdmische Priakonditionierung (IPC)
getauft und begriindete die Entdeckung der endogenen Mechanismen der Kardioprotektion.

Das Nukleosid Adenosin ist ein potenter Trigger fiir die ischdmische Prékonditionierung (IPC) des
Herzens. Wihrend einer kardialen Ischimie werden zur Aufrechterhaltung der energieabhidngigen
Funktionen der Kardiomyozyten intrazellulire Energiespeicher depletiert, dabei werden
hochenergetische Phosphate (Creatinphosphat, ATP, ADP) unter Freisetzung von Energie zu
Adenosin abgebaut. Dieses wird schliefSlich ins Interstitium freigesetzt, wo es an seine Rezeptoren
binden kann — die interstitiell wirksame Adenosinkonzentration wird dabei erheblich erhdht.

Traditionell wurde angenommen, dass die extrazellulire Bildung von Adenosin durch die Ekto-5°-
Nukleotidase (CD73) unter diesen Bedingungen nur eine untergeordnete Rolle spielt. Daher
iiberraschte der Bericht, dass in CD73-defizienten Maiusen die ischdmische Prikonditionierung
vollstindig aufgehoben sei (Eckle et al., 2007). Im hiesigen Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie
konnte dies am Modell des salin perfundierten Herzens nicht bestitigt werden, in weiblichen Wildtyp-
(WT) und CD73"-Herzen fanden sich nach IPC eine vergleichbare Infarktgrofenreduktion und
gleiche koronar-vendse Adenosinkonzentrationen (Truse and Decking, 2009).

Um die Hypothese zu iiberpriifen, dass die extrazellulire Adenosinbildung durch die CD73 auch fiir
die ischdmische Pridkonditionierung in vivo keine Bedeutung besitzt, entwickelten und evaluierten wir
ein Mausmodell des ischdmischen Myokardinfarkts in vivo. Relevante Einflussfaktoren wie
Veranderungen der Blutgase, der Korpertemperatur, der Narkosetiefe, des Blutdrucks und der
Herzfrequenz konnten dabei gut kontrolliert werden. Der Effekt der ischdmischen Prakonditionierung
zeigte sich als funktionelles Korrelat auch an der erhohten Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit in der
IPC-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle.

Es wurden Wildtypen und CD73"-Tiere beider Geschlechter einem Protokoll von vier I/R-Zyklen von
jeweils 5 Minuten Dauer zur IPC-Induktion und einer nachfolgenden Index-Ischdmie von 45 Minuten
unterzogen. Nach anschlieenden 90 Minuten Reperfusion wurde die InfarktgroBe anhand von doppelt
mit TTC und Evans Blue geférbten Herzschnitten ausgewertet.

Wildtyp- und CD73"-Tiere entwickelten ohne IPC nach Index-Ischdmie vergleichbare InfarktgroBen
von 45,3 £ 8,9 % (WT, n=12) bzw. 40,5 + 8 % (CD73", n=13) des Risikoareals. Damit fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen; auch die InfarktgroBe von ménnlichen und
weiblichen Tieren innerhalb jeder Gruppe (jeweils n=5-7) war gleich. Die ischdmische
Prakonditionierung induzierte eine beeindruckende Kardioprotektion und senkte die InfarktgroBBe um
> 40 %, sowohl in WT- als auch in CD73""-Tieren, diese betrug nur noch 26,3 + 8 bzw. 22,6 + 6,6 %
des Risikoareals (n=12 bzw. 13). Zwischen beiden Geschlechtern war auch hier mit 25 + 10 (m) bzw.
28 + 4% (w) in WT-Miusen (n= 7 bzw. 5) sowie 22 + 8 (m) bzw. 23 + 6 % (w) in CD73"-Tieren (n= 6
bzw. 7) kein Unterschied nachweisbar.

Das gleiche Ausmal} der ischdmischen Pridkonditionierung in CD73-defizienten und Wildtyp-Mé&usen
entspricht der Erwartung einer dominierenden intrazelluldren Adenosinbildung wéhrend der
ischdmischen Prakonditionierungsphasen — steht aber im bisher unerkldrten Gegensatz zum Bericht
von Eckle et al.

Wir schliefen, dass die extrazelluldre Bildung von Adenosin nicht maBgeblich zur klassischen Rolle
des Molekiils in der ischdmischen Prékonditionierung beitrigt.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen — Cardiovascular diseases (CVD)

Die kardiovaskuldren Erkrankungen — und unter diesen hauptsdchlich die koronare Herzkrankheit
(KHK) und die eng verwandten zerebrovaskuldren Erkrankungen — stellen in unserer Gesellschaft ein
zunehmendes Gesundheitsproblem dar. Der technologische Fortschritt und die Verdnderung der
Lebensgewohnheiten haben im 20. und 21. Jahrhundert iiberall auf der Welt zur epidemiologischen
Transition gefiihrt, mit welcher auch ein Wandel von Morbiditdt und Mortalitidt in den folgenden
Entwicklungsstufen einhergeht: 1. Plagen und Hungersnot, 2. zuriickgehende Pandemien, 3. degenera-
tive und gesellschaftlich entstandene Krankheiten und 4. verzogerte degenerative Erkrankungen

(Gaziano and Gaziano, 2011; Longo et al., 2011).

Wihrend in niedrig entwickelten Landern (Stufe 1) Todesfille durch CVD selten sind (<10 %), steigt
die Mortalitdit an CVD in Stufe 3 auf 35 — 65 % bei gleichzeitiger Erhohung der Gesamt-
lebenserwartung an und betrdgt 40 — 50 % auf Stufe 4 in hoch entwickelten Landern (Gaziano et al.,
2010). CVD sind so noch vor allen anderen Krankheiten mit durchschnittlich 30% aller Todesfélle die
hiufigste Todesursache weltweit (Longo et al., 2011).

Im Jahr 2010 starben 18,1 Millionen Menschen an CVD, was 30,8 % aller globalen Todesfille
entspricht, die koronare Herzkrankheit iibersteigt in den Todesféllen den Schlaganfall mit 2:1 bis 3:1
(Longo et al., 2011). Uber 80% der CVD-Todesfille treten in Lindern mit niedrigem oder mittlerem
Jahreseinkommen auf und betreffen beinahe gleichermalen Méanner und Frauen (Alwan, 2011). In den
USA als Beispiel eines hoch entwickelten Landes sind CVD mit 32,8% fiir fast zweimal so viele

Todesfalle wie Malignome verantwortlich (Roger et al., 2012).

Prognostisch nimmt die Zahl der CVD-Todesfille weltweit weiter zu (Gaziano and Gaziano, 2011):
Schitzungsweise 24,2 Millionen Menschen werden im Jahr 2030 an CVD sterben. Wéhrend in
entwickelten Industrieléindern Prévalenzen und Mortalitit zuriickgehen, zeigen Entwicklungslédnder
hingegen einen starken Anstieg, bedingt durch hohere Lebenserwartung und zunehmende
Risikofaktoren bei weiterhin schlechter medizinischer Versorgung (Gaziano et al., 2010). Die grofBte
prozentuale Zunahme wird im Nahen Osten und im mediterranen Raum stattfinden, wahrend der

zahlenméBig grofte Zuwachs in Siidost-Asien erwartet wird.

Die Forschungsbemiihungen in den letzten Jahrzehnten im Bereich der Pravention und Therapie der
koronaren Herzkrankheit und des akuten Myokardinfarkts (AMI) sind immens, und sowohl klinische
Studien als auch experimentelle Tiermodelle zur Aufklirung der molekularen Atiologie und
Pathogenese haben unser Wissen um Risikofaktoren (Hypertension, Tabakrauch, Diabetes mellitus,
Hyperlipoproteindmie, Fettleibigkeit etc.) und deren Vermeidung sowie um moderne Therapie-
prinzipien (PTCA, Bypass-Operationen, Pharmakologische Therapien) um ein Vielfaches wachsen

lassen. Nicht zuletzt das WHO MONICA Projekt (Multinational MONItoring of trends and
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determinants in CArdiovascular disease) als eine der weltweit grofiten klinischen Studien mit zehn
Millionen Probanden, durchgefiihrt iiber einen Zeitraum von iiber zehn Jahren, zeigt die ernorme
Bedeutung und das Interesse an der Erforschung kardiovaskuldrer Erkrankungen (WHO MONICA,
1988).

Atiologisch liegt der Koronaren Herzkrankheit — #hnlich wie auch den zerebrovaskuliren
Erkrankungen — eine arteriosklerotische Stenosierung der Gefdfle zugrunde, was bei progressivem
Verlauf zu ischdmischen Episoden, myokardialem Remodeling und einer konsekutiven Verschlech-
terung der ventrikuldren Pumpfunktion fiihrt. Die klinische Symptomatik reicht von unbemerkten,
»stummen® Ischdmien iiber belastungsinduzierte Angina pectoris bis hin zu akuten und oftmals
todlichen Verldufen mit sog. akutem Koronarsyndrom — akuten GefaB3verschliissen durch Plaqueruptur
und Mikroembolie, mit der nachfolgenden Infarzierung von Herzgewebe und rapidem ventrikuldren

Funktionsverlust, hdufig gefolgt von gefahrlichen Komplikationen wie Herzrhythmusstorungen.

Allerdings steht — trotz tausender Publikationen iiber den Nutzen kardioprotektiver Substanzen in
Tiermodellen — fiir die Akutversorgung des Myokardinfarkts bislang fast nur die Reperfusionstherapie
zur Verfiigung, welche durch perkutane transluminale Coronarangioplastie (PTCA), Bypassopera-
tionen (coronary artery bypass graft - CABG) oder Thrombolyse bewerkstelligt werden kann und seit
langer Zeit zu diesem Zweck mit Erfolg eingesetzt wird (Topol et al., 1987). Zusétzliche
pharmakologische Therapie mit Betablockern, ACE-Hemmern, Thrombozytenaggregationshemmern,
Lipidsenkern und Nitraten verbessert die Prognose und trigt einerseits zu einem langsamen Riickgang
der Mortalitdt, andererseits aber einer Zunahme der Folgeerkrankungen wie der chronischen

Herzinsuffizienz in den Industrieldndern bei (Gaziano et al., 2010).

Der Zeitraum vom Einsetzen von Ischdmiesymptomen bis zur interventionellen oder thrombolytischen
Behandlung — die sog. door-fo-balloon-time oder door-to-needle-time — kann nur bis zu einem
gewissen Punkt verkiirzt werden, und héufig werden trotz immer kiirzerer Intervalle spéter
funktionelle Schiden des Herzens beobachtet, welche nicht allein auf den Ischdmieschaden selbst
zurlickfiihrbar sind: Die Bedeutung des Reperfusionsschadens als Teil des Gesamtschadens des
ischdmischen Ereignisses ist uns erst in den letzten Jahren primédr durch die Erforschung der
Kardioprotektion immer klarer geworden (Braunwald and Kloner, 1985; Sanada et al., 2011; Turer
and Hill, 2010; Yellon and Hausenloy, 2007). Kardioprotektive Phidnomene wie die ischidmische
Prakonditionierung erfreuen sich seit ihrer Entdeckung (Murry et al., 1986) regen wissenschaftlichen
Interesses und versprechen durch die Entschliisselung ihrer molekularen Grundlagen ganz neue
Moglichkeiten zur Therapie der KHK und des AMI (Gerczuk and Kloner, 2012). Zahlreiche in dieser
Forschung erworbene Kenntnisse werden derzeit in klinischen Studien am Menschen genauer
untersucht — z.B. die Postkonditionierung nach AMI (Lenborg et al., 2010; Staat et al., 2005; Thibault
et al., 2008)) oder der Einsatz von Adenosin(-agonisten), Cyclosporin und anderen pharmakologischen
Substanzen und Therapieprotokollen bei Reperfusion (Fokkema et al., 2009; Gotberg et al., 2010; Piot
et al., 2008; Stone et al., 2009).
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Zunehmend zeichnet sich ein neues Verstindnis der zelluldren Auswirkungen einer myokardialen
Ischdmieepisode ab und lisst uns alte Vorstellungen iiber Bord werfen: Nicht allein die Dauer der
Ischdmie bestimmt in einem ,Alles oder Nichts“-Prinzip das Schicksal der ischdmischen
Kardiomyozyten, wie noch bis in die 90er Jahre vermutet wurde. Vielmehr hat die Ischiamie diffizile
metabolische Auswirkungen auf jede einzelne myokardiale Zelle und sorgt so u.a. fiir die
Herausbildung einer gewissen Zellpopulation, welche sich am Ende der Ischdmie auf Messers
Schneide zwischen Zelltod und Uberleben befindet (s. Kap. 1.2.3.1). Dieses schwer derangierte
Myokard geht normalerweise in den ersten Minuten der Reperfusion durch Nekrose oder Apoptose

zugrunde — wenn es nicht durch kardioprotektive Mallnahmen gerettet wird.

Darin liegt der Schliissel zu einer zentralen Hoffnung der Herzforschung: zur klinischen
Nutzbarmachung derjenigen Prinzipien, welche urspriinglich als Grundlage des Phidnomens der
ischdamischen Prdkonditionierung entdeckt wurden. Denn gelingt deren Anwendung — beispielsweise
im Rahmen einer Intervention bei AMI — und kann dadurch die beschriebene kritische Zellpopulation
vor dem Untergang gerettet werden, verspricht dies eine Reduktion der resultierenden InfarktgroBe um
iber 50% — ein Wert, welcher durch keine andere adjuvante Malnahme bisher auch nur im
Entferntesten erreicht wird. Wir haben in den letzten Jahrzehnten viel iiber diese Mechanismen gelernt
und diese sollen im Folgenden zunichst erldutert werden, bevor diese Arbeit durch einen

tierexperimentellen Ansatz einen weiteren Baustein in das Gesamtbild einfiigen wird.



Einleitung

1.2 Pathogenese des Myokardinfarkts

1.2.1 Normaler kardialer Energiestoffwechsel

Unter addquater Versorgung mit Sauerstoff und Substraten findet im Myokard aerober Stoffwechsel
statt, die kardiale Pumpfunktion mit ihrem hohen Energieverbrauch wird durch das hochenergetische
Nukleotid Adenosintriphosphat (ATP) aus der oxidativen Phosphorylierung der Mitochondrien
unterhalten (Ruheverbrauch: 20-30 pmol ATP/min/g und ca. 100 pl O»/min/g (Schmidt et al., 2005;
Stanley et al., 2005)).

ATP ist — wie in allen anderen menschlichen Korperzellen auch — im Herzen der wichtigste
Energietrdger und an den meisten energieabhidngigen chemischen Prozessen beteiligt. ATP und seine
Abbauprodukte Adenosindiphosphat und Adenosinmonophosphat (ADP und AMP) bestehen aus einer
Adeninbase, einem Zucker und einem Phosphorsdureester (s. Abb. 2), welcher bei Spaltung Energie
freisetzt (ca. -30 kJ/mol fiir ATP und ADP, nur ca. die Hilfte fiir AMP) (Klinke et al., 2009). Thre

Degradation zum Nukleosid Adenosin und dessen weiteren Abbauprodukten geschieht nach Abb. 1.

ATP
Enzyme:
(1) Kreatinkinase = CK
(2) Myokinase
+PCr 1 ATP+ Cr (3) AMP-Deaminase
ADP | ADP ATP + AMP (4) 5'-Nukleotidase
2 (5) Adenosinkinase
(6) Adenosindeaminase NH
(7) Nukleosidphosphorylase 2
(8) Xanthinoxidase ?I) (IZI) ‘I:I) /N =N
AMP s |MP HO—P—0—P—0—P—0 1 P
3 | | | N N
OH OH OH o
5( 4 4
CH CH
Adenosin Inosin Hypoxanthin ———— Xanthin—g-—> Harnsaure
6 7 8
Abb. 1 - Nukleotidstoffwechsel Abb. 2 - Adenosintriphosphat

Degradation der hochenergetischen Nukleotide zu Adenosin und Strukturformel von ATP, duch
schlielich Harnsdure (modifiziert nach Shryock and Belardinelli, 1997) Abspaltung der Phosphatreste ent-
steht Adenosin

Unter normoxischen Bedingungen wird 60 — 70 % des mitochondrial gebildeten ATP fiir den
Querbriickenzyklus des Myosin und damit die Kontraktion der Zelle genutzt, 30 — 40 % des ATP wird
fiir Ca?’-Pumpen und andere ATPasen eingesetzt (Stanley et al., 2005). Die mitochondriale oxidative
Phosphorylierung ist im gesunden Herzen eng an den kardialen Energieverbrauch gekoppelt und hélt
auch unter starker Zunahme der kardialen Kontraktionsleistung unter der Voraussetzung eines
ausreichenden Sauerstoff- und Substratangebots zytosolische ATP-Spiegel konstant (~5 pmol/g
Herzgewicht) (Stanley et al., 2005).
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1.2.2 Zellulare Effekte der Ischamie

Da die Koronararterien anatomisch funktionelle Endarterien sind, gerét vitales Herzgewebe durch
einen plotzlichen koronaren Gefélverschluss und den konsekutiven Verlust der distalen
Gewebsperfusion unter schweren ischdmischen Stress. Dies stof3t intrazellulédr eine komplexe Abfolge
von metabolischen Reaktionen an, welche maB3geblich das Schicksal der Zellen wihrend der Ischdmie
und spéter auch bei Reperfusion bestimmen. Die meisten dieser Reaktionen sind Ausdruck zweier
Effekte durch die reduzierte Koronarperfusion: Fehlende Versorgung mit Sauerstoff und Substraten

und Akkumulation von Metaboliten (z.B. Laktat, H", K*) im ischdmischen Gewebe.

1.2.2.1 Energiestoffwechsel und pH-Wert

Der entstehende Sauerstoffmangel fithrt zu einer Hemmung der mitochondrialen oxidativen
Phosphorylierung und zur zytosolischen Akkumulation von H'" und NADH (Klinke et al., 2009). Es
entstehen Schiden an den Atmungskettenkomplexen, welche bei Reperfusion die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species — ROS) zur Folge haben (s. Kap. 1.2.3.2). Um
das mitochondriale Membranpotenzial (Aym) aufrechterhalten zu konnen, kehrt sich die Richtung der
mitochondrialen ATP-Synthase wihrend Ischimie zeitweise um, so dass diese unter ATP-Verbrauch
H"-Ionen in den Intermembranraum pumpt (Miura et al., 2010). Nur fiir kurze Zeit kann das zellular
benotigte ATP aus ADP und Kreatinphosphat (Phosphocreatine, PCr) resynthetisiert werden (s. Abb.
1), welches innerhalb von 5 Minuten nach Ischdmiebeginn von 20 mM auf < 5 % seiner
Ausgangskonzentration féllt (Murphy and Steenbergen, 2008). Im Zytosol akkumulierendes H" und
NADH hemmen Schliisselenzyme der anaeroben Glykolyse (Jennings and Reimer, 1991; Lesnefsky et
al., 2001).

Wiirde der myokardiale Funktionsstoffwechsel unter diesen Bedingungen mit unveridnderter
Geschwindigkeit weitergehen (ATP-Umsatz von ~0,5 umol/s/g in Ruhe), wire das zytosolische ATP
von 5 pmol/g Herzgewicht (~10 mM) innerhalb weniger Sekunden vollstindig verbraucht (Stanley et
al., 2005). Allerdings kommt es unter Hypoxie zur Reduktion des Funktionsstoffwechsels (s. Kapitel
12: myocardial hibernation) und damit zu einem vergleichsweise langsamen Abfall der ATP-Spiegel,
so dass diese auf 20-30% der Ausgangskonzentration innerhalb der ersten 20 Minuten der Ischdmie
abfallen (Murphy and Steenbergen, 2008). Gleichzeitig steigen die intrazelluliren Spiegel von
organischen Sduren wie Laktat und von Abbauprodukten des Energiestoffwechsels wie AMP und

Adenosin, welches schlieBlich fiir die ischdmische Prakonditionierung von zentraler Bedeutung ist.

Der intrazelluldre pH im isoliert perfundierten Herzen unter basalen Bedingungen liegt bei ca. 7.05-
7.20 (Murphy et al., 1991) und fillt unter Ischdmie sehr schnell ab. Nach 15 Minuten Ischdmie erreicht
er 6.0 und bleibt auf diesem Level (Murphy et al., 1991) (s. Abb. 3). Die Normalisierung des pH nach
Reperfusion verlduft rapide. Interessanterweise kann eine artifizielle Verzogerung dieser

Normalisierung den Reperfusionsschaden signifikant reduzieren (Cohen et al., 2008).
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1.2.2.2 Elektrolythaushalt
(s. auch Tabelle 1 und Abb. 3)

Die durch den ATP-Mangel verminderte Aktivitit der Na'-K'-ATPase, die intrazelluldre
Akkumulation von H'-Ionen und die deshalb gesteigerte Aktivitit des Na*-H'-Antiporters, sowie
zusitzlicher Na*-Einstrom durch nicht-inaktivierte Na'-Kandle (Miura et al., 2010; Murphy et al.,
1991; Pike et al., 1990) fiihren unter prolongierter Ischimie zu einem Anstieg intrazelluldrer Na'-

Spiegel auf das 3-4-fache des Ausgangswertes.

Dadurch wird ein konsekutiver Ca**-Einstrom iiber den Na*-Ca?"-Austauscher (Inserte et al., 2002)
induziert, dessen Folge eine intrazellulire Ca®"-Uberladung ist. Fiir diesen Fall eigentlich vorhandene
zelluldre Kompensationsmechanismen — wie die Ca?'-Aufnahme ins sarkoplasmatische Retikulum
(SR) und der Ca*-Efflux iiber die sarkolemmale Pumpe — funktionieren energieabhingig und
dementsprechend verlangsamt. Die Ca®'-Konzentration steigt von 0.1-1 uM (abhingig vom
Herzzyklus) unter basalen Bedingungen auf 3 pM nach 20 Minuten globaler Ischimie (Pike et al.,
1990; Steenbergen et al., 1987). In der gleichen Ischidmiezeit steigt auch die Mg**-Konzentration von

0.8 mM auf 2.1 mM an (Murphy et al., 1989).

Die Mitochondrien sind in der Lage, iiberschiissiges Calcium aufzunehmen, solange sie ihr
Membranpotential durch die Umkehr der ATP-Synthase aufrechterhalten koénnen (Griffiths et al.,
1998). Dadurch, sowie durch die Hemmung des Na*-Ca?"-Austauschers durch Azidose (Miura et al.,
2010), kann die Ca®>"-Uberladung von der ischimischen Zelle fiir eine gewisse Zeit kontrolliert

werden.

1.2.2.3 Zusammenschau der Ischdmieeffekte: Zelltod bei prolongierter Ischdmie

Kommt es nicht zur rechtzeitigen Reperfusion des ischdmischen Areals, so versagen die
Kompensationsmechanismen und es tritt der Zelltod ein: Das mitochondriale Membranpotenzial geht
verloren (s. auch Kap. 1.2.3.2), Proteasen (z.B. Calpain (Murphy and Steenbergen, 2008)) und auch
apoptosefordernde Enzyme (Caspasen) werden aktiviert, Schidigung durch reactive oxygen species
(ROS) und detergierende Effekte von Metaboliten (z.B. Acyl-Carnitin und CoA (Jennings and Reimer,
1991)) fithren zur erhohten Durchldssigkeit aller zellulirer Membranen. Die Na*- und Ca*'-
Uberladung fiihrt zu einem massiven Einstrom von interstitieller Fliissigkeit in die Zelle bis hin zur
Aufthebung der Zellintegritdt (Jennings and Reimer, 1991). Die Zelle geht schlieBlich an einer

Kombination der genannten Stérungen zugrunde.
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Tabelle 1 - Vergleich von zelluliren Metaboli- Abb. 3 - Verdnderungen der Elektrolyte und des pH wah-

ten- und lonenkonzentrationen rend Ischdamie
Wahrend Normoxie und nach 20 Minuten Na*, Ca?*, Mg?*, ATP und PCr (oben), sowie pH (unten)
Ischdmie (aus Murphy and Steenbergen, 2008) wahrend Ischdmie (modifiziert nach Murphy and

Steenbergen, 2008)

Normoxie Ischamie 40 4
:g:;,, Ischamie
ATP 10 mM 2mM
PCr 20 mM <1 mM s €
£ z
ADP 0,08 mM ?
Pi 2,5mM 25 mM
Mg?* 0,8 mM 2,5mM ol
7.2
Ca%* 0,1-1 uM 3 uM s
Na* 10 mM 40 mM 2
6.6
pH 71 6,0 64
62
H 2+ | * _ *
Mito. Ca 0,1-0,5 uM 0,3-0,7 uM 6.0
Mito. pH 78 2 T 0 10 20 30 40 50
Mito. Na* 1,5 mM ?
SR Ca?* 1 mM 1mM
*Abhangig von Kalibrierung, die meisten
Studien geben nur eine relative Anderung an.

1.2.3 Reperfusionsschaden

1.2.3.1 Allgemein

Nach einer prolongierten Ischédmie ist die Reperfusion des ischdmischen Areals die einzige mogliche
Rettung tiberlebender Zellen vor der Nekrose und ist deshalb im klinischen Kontext das therapeutische
Hauptziel. Jennings et al. (Jennings et al., 1960) beschrieben vor 50 Jahren zum ersten Mal ihre
Beobachtung am Hundeherzen, dass die Reperfusion eines ischdmischen Areals selbst zusétzlich zum
myokardialen Schaden beitrégt. Nach Jahren der Diskussion um die Ursache fassten Braunwald und
Kloner (Braunwald and Kloner, 1985) in einer Publikation Hinweise fiir direkten
reperfusionsabhédngigen Schaden zusammen. Doch es dauerte bis zur Aufkldrung der ischdmischen
Priakonditionierung (beginnend mit Murry et al.,, 1986), bis Ischdmie- und Reperfusionsschaden

allmahlich gedanklich klar voneinander getrennt werden konnten.
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Am Ende der Ischiamie lassen sich in vereinfachter Darstellung drei Zellpopulationen unterscheiden

(Downey et al., 2008):

1. vitales Myokard, welches die Reperfusion iiberleben wird
2. bereits vor Reperfusion zugrunde gegangenes Myokard (durch Nekrose/Apoptose)

3. schwer metabolisch derangiertes Myokard, welches durch Reperfusionsschaden in den ersten

Minuten der Reperfusion zugrunde geht

Der Abtransport der sauren Aquivalente (H', Laktat) und der Einstrom von Sauerstoff sorgen in
besonderem Mafe fiir den Untergang derjenigen Zellen, welche wéhrend der Ischimie metabolisch
schwer entgleist sind, denn es kommt dadurch nochmals zu einer Verschlechterung der metabolischen

Zellsituation auf Basis der schon beschriebenen Mechanismen:

Die schnelle Wiederherstellung eines normalen pH ist besonders zytotoxisch (Cohen et al., 2008;
Lemasters et al., 1996), weil sie iiber die erhohte Aktivitdt des Na"-H'-Austauschers und des Na'-
HCOs-Transporters zu einem rapiden Anstieg der intrazelluldren Natriumkonzentration fiihrt. Diese
wiederum sorgt fiir eine konsekutive Ca®>"-Uberladung durch den gehemmten Na'-Ca’*-Austauscher
(Murphy and Steenbergen, 2008). Da eine ausreichende Kompensation durch das SR post-ischdmisch
nicht mdglich ist, resultieren die erhohten Calciumspiegel funktionell in Hyperkontraktilitidt, Herz-
rhythmusstérungen, Depletion von ATP, ultrastrukturellem Schaden an Mitochondrien und myokar-
dialem Stunning (Turer and Hill, 2010). Ca®'-abhingige Aktivierung von Proteasen (z.B. Calpain)
storen die Na'-K'-ATPase und verzogern weiter die Wiederherstellung der zelluliren Homdoostase
(Inserte et al., 2006). Zu hohe Spiegel konnen den Zelltod zur Folge haben, ausgelost durch die im

Folgenden beschriebenen Mechanismen:

1.2.3.2 Offnung der mPTP und Bildung von reactive oxygen species (ROS)

Gemeinsame Endstrecke fiir die Auslosung des Zelluntergangs bei Reperfusion sind die
Mitochondrien. Thre innere Membran ist normalerweise impermeabel fiir lonen und Proteine und stellt
damit die essentielle Barriere fiir den Aufbau des elektrischen Potentials dar, welches die ATP-
Synthase antreibt. Der Verlust dieses Membranpotential wird ,,permeability transition* genannt und
geschieht durch die Formierung der mPTP (mitochondrial permeability transition pore) (Zorov et al.,
2009), was vor 30 Jahren erstmals von Haworth und Hunter beschrieben wurde (Haworth and Hunter,
1979; Hunter and Haworth, 1979a, 1979b). Ausgelost durch verschiedene Trigger setzt sich dieses
Protein aus mehreren, nur teilweise bekannten Untereinheiten zusammen und bildet einen unselektiven
Kanal fiir Wasser und Molekiile bis zu einer GroBe von 1,5 kDa (Zorov et al., 2009) in der inneren
Mitochondrienmembran. Die Folge ist der Verlust des elektrochemischen Gradienten und die Bildung

von ROS und apoptoseauslosenden Proteinkomplexen, welche schlieBlich zum Zelluntergang fiihren.

Trigger fiir die Bildung der mPTP sind Ca*'-Uberladung, schnelle pH-Normalisierung und oxidativer
Stress (Rajesh et al., 2003; Zorov et al., 2009; Zweier and Talukder, 2006). Eine Verhinderung der
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Offnung der mPTP direkt nach Reperfusion mittels pharmakologischer Inhibitoren reduziert die
InfarktgroBe signifikant (Argaud et al., 2005; Piot et al., 2008).

Durch die Wiederversorgung mit Sauerstoff in der Reperfusion findet in den Mitochondrien erneut
oxidative Phosphorylierung und damit ATP-Produktion statt, aber gleichzeitig wird eine grofle Menge
reaktiver Sauerstoffradikale (reactive oxygen species — ROS) aus den schadhaften
Atmungskettenkomplexen freigesetzt, welche schnell die antioxidative Kapazitit der Zelle iibersteigen
kann (Miura et al., 2010). Die Xanthinoxidase stellt durch ihr reichhaltiges Substratangebot (Xanthin
und Hypoxanthin akkumulieren durch ATP-Depletion wihrend der Ischdmie) eine weitere Quelle fiir
ROS dar (Thompson-Gorman and Zweier, 1990; Xia and Zweier, 1995). ROS kdnnen die C)ffnung der
mPTP triggern (Zorov et al., 2009; Zweier and Talukder, 2006) und ihre Reaktion mit Lipiden,

Proteinen und Nukleinséuren sorgt fiir zusétzlichen Zellschaden.

1.3 Kardioprotektion

LIt includes all mechanisms and means that contribute to the preservation of the heart by reducing or

even preventing myocardial damage.” (Kiibler and Haass, 1996)

Zum allgemeinen Begriff der Kardioprotektion gehdren sowohl physiologische adaptive und
kompensatorische Mechanismen des Herzens (s.u.), als auch selbstverstindlich therapeutische
MaBnahmen, welche Herzgewebe vor dem Untergang retten kdnnen — z.B. Medikamente wie ACE-
Hemmer oder auch eine perkutane coronare Intervention (PCI) bei Myokardinfarkt. Im Rahmen dieser
Arbeit liber die ischdmische Prikonditionierung wird der Fokus auf die endogenen Mechanismen der
Kardioprotektion gelegt, wihrend die aktuellen therapeutischen MaBnahmen zur ,klinischen

Kardioprotektion® im Folgenden nicht ausfiihrlicher erldutert werden.

1.3.1 Ischdamische Prakonditionierung (IPC)

Im Jahr 1986 beschrieben Murry et al. (Murry et al., 1986) erstmals das Phanomen der ischdmischen
Priakonditionierung am Hundeherzen in vivo und entdeckten, dass eine Reihe von kurzen Ischédmie-
/Reperfusionszyklen vor einer ldngeren infarktverursachenden Indexischédmie fiir eine Reduktion der
InfarktgroBe im Vergleich zur Kontrolle sorgt. Sie nutzten dafiir ein open-chest-Modell des
narkotisierten Hundes und fiihrten vor einer 40-miniitigen Indexischdmie 4 Zyklen von 5Smin I/R

durch, was die Infarktgréfe auf 25% im Vergleich zur Kontrolle reduzierte.

Das Interesse, das dadurch plotzlich an kardioprotektiven Mechanismen und der IPC im Speziellen
geweckt wurde, war enorm und zeigt sich deutlich in bislang iiber 3200 Zitationen (Granfeldt et al.,
2009) der Originalarbeit von Murry et al.. Eine Vielzahl von Forschern stiirzte sich auf die Aufgabe,

die molekularen Signalkaskaden des infarktreduzierenden Effektes zu charakterisieren, und ihre
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Erkenntnisse erlauben uns heute einen detaillierten Einblick in die grundlegenden Mechanismen der
IPC in zahlreichen Tiermodellen, sowohl in vivo, als auch in vitro am isolierten Herzen. IPC gilt als
der stirkste momentan bekannte kardioprotektive Mechanismus (Downey and Cohen, 2009) und
iibereinstimmend konnten in allen untersuchten Spezies — einschliellich des Menschen (Napoli et al.,
1998) — kardioprotektive IPC-Effekte nachgewiesen werden (Granfeldt et al., 2009), was fiir das hohe

phylogenetische Alter des anscheinend evolutiondr konservierten Mechanismus spricht.

Zunichst wurde angenommen, dass die ischdmische Priakonditionierung wéhrend der Ischimie eine
ATP-Konservierung bewirkt, die Kardiomyozyten vor Calciumiiberladung schiitzt und es so
iiberlebenden Zellen erlaubt, sich schneller vom Schaden der Ischdmie zu erholen (Murry et al., 1991).
Eine verringerte myokardiale Purinfreisetzung nach IPC konnte als Argument fiir diese Theorie
experimentell belegt werden (Van Wylen, 1994). Bereits relativ bald wurde die Mitwirkung der
Adenosin Al Rezeptoren (Lasley et al., 1990; Liu et al., 1991) (AiR), der Proteinkinase C (Ytrehus et
al., 1994) (PKC) und mitochondrialer ATP-sensitiver Kaliumkanile (Katp) (Gross and Auchampach,
1992) bei der IPC entdeckt. Erst spiter formulierten Halestrap et al. eine erste Theorie des
Reperfusionsschadens (Halestrap et al., 1997), Hausenloy et al. zeigten dann, dass IPC seine
kardioprotektive Wirkung erst nach der Ischdmie iiber eine Aktivierung des Reperfusion Injury
salvage kinase (RISK)-pathway (Hausenloy and Yellon, 2004; Hausenloy et al., 2005) und eine
Offnungsverhinderung der mPTP (Hausenloy et al., 2004; Yellon and Hausenloy, 2007) erzeugt. Diese
Entdeckung war eine kleine Revolution, denn trotz des starken kardioprotektiven Effekts konnte IPC
wegen der notwendigen Durchfithrung vor der Indexischdmie klinisch kaum angewandt werden, da
sich Patienten mit akutem Myokardinfarkt gewdhnlich erst nach Einsetzen der Ischdmie vorstellen.
Aber wenn die Kardioprotektion — wie heute bekannt — erst in der Reperfusion ausgelost wird, ist es
noch moglich, den IPC Mechanismus vor der therapeutischen Reperfusion durch z.B. PCI zu

aktivieren.

1.3.2 Pharmakologische Prakonditionierung

Es sind viele pharmakologische Substanzen gefunden worden, welche bei Administration vor Beginn
der Indexischdamie eine Kardioprotektion auslosen konnen. Dazu gehoren u.a.: Adenosin (Thornton et
al., 1992; Toombs et al., 1992), Bradykinin (Wall et al., 1994), Opioide (Schultz and Gross, 2001;
Schultz et al., 1996), NO-Donoren (Takano et al., 1998) und Nitrit (Raghavachari et al., 2007), auch
Sildenafil (Das et al., 2005), Acetylcholin (Przyklenk and Kloner, 1995; Yao and Gross, 1993),
Metformin (Calvert et al., 2008), Endothelin (Erikson and Velasco, 1996), eine ganze Reihe von
Anisthetika (Weber et al., 2005) und viele mehr. All diese Molekiile triggern die gleichen
intrazelluldren Signalkaskaden, welche von der IPC bekannt sind (s. Kapitel 1.3.7.1 f). AuBerdem
kann auch ecine Reihe von unterschwelligen Noxen (Hitze, ROS, Zytokine und Endotoxine) die

zytoprotektiven Effekte hervorrufen (Granfeldt et al., 2009).

Fiir eine ausfiihrliche Liste von Adenosinagonisten und —antagonisten, s. Fredholm et al., 2011.
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1.3.3 Postkonditionierung (PostCon)

Es wurde auBerdem festgestellt (Zhao et al., 2003), dass auch repetitive Sequenzen von kurzzeitiger
I/R nach einer Indexischédmie zu Beginn der Reperfusion eine kardioprotektive Wirkung entfalten und
die InfarktgroBe reduzieren kdnnen. Dieses Phdnomen wird in Anlehnung an die Gemeinsamkeiten
zur IPC Postkonditionierung (PostCon) genannt. Die Wirksamkeit von PostCon wurde inzwischen in
verschiedenen Tiermodellen Uberpriift (Skyschally et al., 2009). Zur Auslosung sind bedeutend
kiirzere I/R-Zyklen als bei der IPC notwendig, welche von wenigen Sekunden bei kleinen Nagern bis
zu einer Minute beim Menschen dauern. Zusitzlich zum kardioprotektiven Effekt auf die Infarktgrofe
wurde eine Postkonditionierung erfolgreich von mehreren Arbeitsgruppen zur Unterdriickung von

Arrythmien wéhrend der Reperfusion eingesetzt (Na et al., 1996; Zhao et al., 2004).

Wabhrscheinlich wirkt PostCon {iiber die Verzogerung der Normalisierung des pH und des
Sauerstoffpartialdrucks im Gewebe und die Abschwéichung des damit einhergehenden
Reperfusionsschadens durch intrazellulire Ca?*-Uberladung, Bildung von ROS und mPTP-
Formierung (Granfeldt et al., 2009). PostCon stimuliert eine Reihe von IPC-dhnlichen Signalkaskaden
und fiihrt zur Aktivierung von PKC und dem PI-3-Kinase-AKT-Pathway (Tsang et al., 2004) und zur
Inhibition der Offnung der mPTP (Bopassa et al., 2005). Adenosin- (Vinten-Johansen et al., 2005) und
moglicherweise Opioidrezeptoren (Kin et al., 2005) spielen eine Rolle, insbesondere der AR scheint
von zentraler Bedeutung zu sein (Philipp et al., 2006; Przyklenk, 2012). PostCon reduziert weiterhin
den Endothelschaden im reperfundierten Gewebe und verringert iiber eine verminderte Expression von
P-Selektin die Akkumulation von neutrophilen Granulozyten im reperfundierten Gewebe und somit

den inflammatorischen Schaden (Zhao et al., 2003).

PostCon bei Reperfusion eines akuten Herzinfarktes durch perkutane Coronarintervention (PCI)
konnte die InfarktgroBe um 30-40% (Lenborg et al., 2010; Staat et al., 2005; Thibault et al., 2008)
reduzieren und als Ausdruck einer persistierenden Protektion fand sich nach bis zu einem Jahr eine

signifikante Verbesserung der kontraktilen Funktion (Thibault et al., 2008).

1.3.4 Remote ischemic preconditioning (riPC)

Am Herzen konnen repetitive I/R Sequenzen an einem die AAR nicht versorgenden Koronargefdfs im
Indexgebiet des Infarkts die gleichen protektiven Effekte hervorrufen, wie IPC in diesem Gebiet selbst
(Przyklenk et al., 1993). Dieses Phanomen wird als remote ischemic preconditioning (rIPC)
bezeichnet. Auch an zahlreichen herzfernen Organen (z.B. am Skelettmuskel (Addison et al., 2003),
der Niere (Pell et al., 1998) und am Darm (Gho et al., 1996)) konnte durch rIPC ein Schutz des
Herzens gegen verldngerte myokardiale I/R nachgewiesen werden. rIPC funktioniert sogar teilweise
wechselseitig zwischen verschiedenen Organen und reprasentiert damit vielmehr eine generelle Form
von Inter-Organ-Protektion gegen I/R-Schaden (Hausenloy and Yellon, 2008), wahrend diese bisher
vor allem herzzentriert gesehen wurde. Mechanistisch dhnelt rIPC stark der IPC und PostCon, es nutzt

am Herzen die gleichen Trigger und second-messenger-Kaskaden fiir die Auslosung der
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Kardioprotektion. Allerdings ist noch nicht klar, auf welche Weise diese Trigger bei peripherer
Ischdmie das Erfolgsorgan erreichen. Hierzu gibt es drei Theorien (Granfeldt et al., 2009): Die
humorale Hypothese (Dickson et al., 1999a, 1999b, 2000), die neuronale Hypothese (Gho et al., 1996)
und die Hypothese der supprimierten Inflammation (Coles et al., 2004; Peralta et al., 2001; Shimizu et
al., 2005). Moglicherweise ist auch eine Kombination aus neuronaler und humoraler Hypothese fiir die

rIPC-Effekte verantwortlich (Redington et al., 2012).

rIPC wirkt auch nach Einsetzen der Indexischdmie noch kardioprotektiv, was bereits sehr erfolgreich
am Menschen untersucht worden ist (Batker et al., 2010). Es bietet damit eine einfache, ungefahrliche

und kostengiinstige Moglichkeit zur Outcome-Verbesserung bei AMI.

1.3.5 Myocardial stunning

Eine oder mehrere kurz aufeinander folgende Ischdmieepisoden kénnen zu einer prolongierten, aber
reversiblen ventrikuldren Dysfunktion fithren, welche mehrere Tage anhalten kann, ohne dass primér
irreversibler Schaden durch die Ischdmie entstanden wére (Kloner et al., 1998). Dieses Phdnomen
wurde erstmals 1975 durch Heyndrickx et al. (Heyndrickx et al., 1975) beschrieben und bekam 1982
von Braunwald et al. (Braunwald and Kloner, 1982) seine heutige Bezeichnung. Myocardial stunning
ist auch beim Menschen bekannt und hat grofle Bedeutung fiir den klinischen Alltag, beispielsweise
wihrend PCI, Herzchirurgie, Kardioplegie, Herzrhythmusstérungen, Angina pectoris u.v.m.
(Pomblum et al., 2010), und macht hdufig therapeutische Schritte bis zur vollstindigen

Wiederherstellung der Pumpfunktion notwendig.

Pathogenetisch fiihrt die vermehrte Freisetzung von aggressiven Sauerstoffradikalen zur Schadigung
des Sarkolemms, des SR und moglicherweise auch direkt der kontraktilen Filamente (Kloner et al.,
1998). Die zusitzlich durch die Deregulation der Ionentransportsysteme entstehende Ca*-Uberladung
der Zellen fiihrt zur Aktivierung von Enzymen, welche den Proteinabbau katalysieren, und kann den
ROS-Schaden potenzieren. Beide Prozesse fiihren letztlich zu einer Desensibilisierung der

kontraktilen Filamente fiir Ca** und zur daraus folgenden Einschrinkung der ventrikuldren Funktion.

Therapeutisch stehen Ca®'-Antagonisten, Ca**-Sensitizer und positiv inotrope Substanzen zur
Verfiigung (Pomblum et al., 2010). Da letztere allerdings ihre Wirkung vor allem durch erhdhte
intrazelluldre Ca?*-Spiegel entfalten, sind sie mit groBer Vorsicht zu benutzen, um die Stunning-
Situation nicht zu verschlechtern. Low-dose Dobutamin hat sich als forderlich erwiesen (Gao et al.,

1995).

1.3.6 Myocardial hibernation

Eine ldngere Imbalance zwischen Angebot und Bedarf an Sauerstoff und Nahrstoffen fiihrt zu einem
chronischen Zustand von myokardialer Ischimie, in welchem sich das unterversorgte Myokard durch
eine zelluldre Anpassung in einen ,,Winterschlaf‘-dhnlichen Zustand versetzt: Als Antwort auf die

verminderte Energieversorgung wird die kontraktile Aktivitdt drastisch reduziert und der
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Metabolismus durch eine Anpassung an die Bedingungen auf den Erhaltungsstoffwechsel reduziert
(Heusch et al.,, 2005; Slezak et al., 2009). So kann auf Kosten der Kontraktilitit eine
Parenchymnekrose verhindert werden (perfusion-contraction-matching (Ross, 1991)). Bei subakuten
Ischdmien entsteht primér kein irreversibler Schaden, allerdings entwickeln sich in einem chronisch
ischdmischen Areal Dedifferenzierung und Remodeling des Myokards mit Verdnderung der
extrazelluldren Matrix und Fibrosierung (Slezak et al., 2009), was letztlich auch zu Funktionsverlust
fihrt. Myocardial hibernation kommt bei einer Reihe von kardialen Erkrankungen vor, so z.B. bei ca.
30% der Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit eingeschrankter LV-Funktion (Czernin et al.,
1999). Es ist auch insbesondere deshalb von besonderer Bedeutung, weil nach Wiederherstellung von
normalen Flussverhiltnissen (z.B. durch PCI oder CABG) das Myokard seine normale Pumpfunktion

teilweise oder vollstindig wieder aufnehmen kann (Rahimtoola, 1989).

1.3.7 Phasen und Signalwege der IPC im Detail
Nach zeitlichen Gesichtspunkten miissen zunédchst zwei Manifestationsformen der Kardioprotektion

durch IPC differenziert werden (Guo et al., 1998):

Es gibt das early phase preconditioning, acute preconditioning oder classic preconditioning, dieser
kardioprotektive Mechanismus liegt im Fokus dieser Arbeit. Der Zustand des pridkonditionierten
Myokards nach Durchfithrung eines Triggerprotokolls dauert in narkotisierten Tieren fiir 1-2 h an,
fiihrt zur Modifikation von intrazelluldren Signalproteinen und letztlich zur InfarktgroBenreduktion

durch mPTP-Inhibition (Yellon and Downey, 2003).

Zu unterscheiden hiervon ist das late phase preconditioning oder das second window of protection
(SWOP) (Hausenloy and Yellon, 2010). Diese Form der Kardioprotektion durch IPC zeigt sich nicht
1-2 h nach Auslosung des Triggers durch akute infarktmindernde Wirkungen, sondern hélt nach dem
Stimulus fiir die viel ldngere Dauer von 3-4 Tagen an. SWOP schiitzt nur in geringerem Mal3e vor
Zellnekrose, sondern durch verdnderte Genexpression und Proteinneusynthese besonders vor
reversibler postischdmischer ventrikuldrer Dysfunktion (myocardial stunning) (Bolli et al., 2007;
Hausenloy and Yellon, 2010). Aus Platzgriinden soll auf late phase preconditioning im Folgenden

nicht ausfiihrlicher eingegangen werden.

Der Ablauf des early phase preconditioning gliedert sich zeitlich in eine Triggerphase und eine
Mediatorphase. Die Triggerphase wird reprédsentiert durch die repetitiven I/R Zyklen vor der
Indexischimie und miindet iiber zellulire Signalwege in die Aktivierung der PKC. In der
Mediatorphase in den ersten 30 Minuten der Reperfusion (Hausenloy et al., 2004; Solenkova et al.,
2006; Yang et al., 2010) wird der kardioprotektive Effekt schlieBlich ausgelost. Im Folgenden ist mit

,»IPC* stets das early phase preconditioning gemeint.
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1.3.7.1 Signalwege der Triggerphase

Neben Adenosin wurden Bradykinin (Wall et al., 1994) und endogene Opioide (Schultz et al., 1995)
als weitere wichtige Triggersubstanzen der IPC beschrieben. Eine Blockade einer dieser Substanzen
erhoht die Schwelle fiir die Kardioprotektion, d.h. die beiden anderen Substanzen miissen in groferer
Menge ihre Rezeptoren aktivieren (Cohen and Downey, 2008), was z.B. durch eine erhohte Anzahl an
I/R-Zyklen und deren ldngere Dauer erreicht werden kann. Gerade bei ldnger dauernden I/R-Zyklen
soll Adenosin von besonderer Bedeutung sein, wihrend bei kurzen Zyklen Bradykinin besonders

wichtig zu sein scheint (Schulz et al., 1998).

Alle drei Stoffe nutzen Gi-gekoppelte Rezeptoren fiir die Signaltransduktion, allerdings in Teilen
unterschiedliche intrazelluldre Signalwege. Auch andere Gi-gekoppelte Liganden kdnnen nachweislich
(Erikson and Velasco, 1996; Przyklenk and Kloner, 1995; Qin et al., 2003) IPC ausldsen, verdndern
aber bei experimenteller Blockade nicht die Schwelle zur Aktivierung der Kardioprotektion und
werden deshalb wahrscheinlich im Organismus wihrend einer priakonditionierenden Ischdmie nicht in

ausreichendem MaRe zur Ausldsung einer Kardioprotektion freigesetzt.

Die Hypothese dreier Triggersubstanzen mit einer gemeinsamen Wirkung weist hin auf eine
intrazelluldre Signalkonvergenz, und in der Proteinkinase C (PKC) konnte bald ein Molekiil in der
gemeinsamen Endstrecke aller drei Substanzen gefunden werden (Goto et al., 1995; Miki et al., 1998a;

Sakamoto et al., 1995).

Die Proteinkinase C wird von den Adenosinrezeptoren A; (Lankford et al., 2006) und wahrscheinlich
As (Lee et al., 2001) iiber die Phospholipase C bzw. Phospholipase D direkt aktiviert. Diese PKC-
Aktivierung wird auf bisher ungeklirte Art und Weise — und dies sogar ohne gleichzeitige weitere
Anwesenheit der Triggersubstanz — fiir eine Dauer von 1-2 h (Dauer des early phase preconditioning)

aufrechterhalten.

Bradykinin und Opoide nehmen — anders als Adenosin — einen Umweg iiber den PI3-Kinase/AKT-
Weg und die Mitochondrien (Qin et al., 2003): Transaktivierung des EGF-Rezeptors (nur Opioide)
(Cohen et al., 2007), die PI3-Kinase/AKT (Tong et al., 2000), die NO-Synthase (Oldenburg et al.,
2004), Guanylatzyklasen (Oldenburg et al., 2004) und die Proteinkinase G (Costa et al., 2005) fiihren
in einer Kaskade zur Offnung mitochondrialer Karp-Kanile (Forbes et al., 2001). Dies resultiert in
einer Freisetzung von ROS (Baines et al., 1997; Tritto et al., 1997) und der Aktivierung der PKC
(Korichneva et al., 2002). Auch diese Aktivierung wird anschlieBend fiir die Dauer von 1-2 h

konserviert.

1.3.7.2 Signalwege der Mediatorphase

Ausgelost wird der kardioprotektive Effekt in der Mediatorphase erneut und hier ausschlielich durch
Adenosinrezeptoraktivierung (Solenkova et al., 2006), wohl spezifisch des Axg-Rezeptors (Eckle et al.,
2007; Kuno et al., 2007; Solenkova et al., 2006). Die in der Triggerphase aktivierte PKC sensibilisiert

den A,s-Rezeptor fiir Adenosin (Kuno et al., 2007), welcher ohne diese Sensibilisierung nur eine sehr
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geringe Affinitit (Kg ~ 16 pM (Cohen and Downey, 2008)) fiir seinen Liganden aufweist. Die
Beobachtungen der genannten Arbeitsgruppen, dass pharmakologische Stimulation des A,g-Rezeptors
(Kuno et al., 2007) protektiv wirkt, aber PKC- (Sakamoto et al., 1995) oder A,s-Blockade (Solenkova
et al., 2006) die Kardioprotektion durch IPC hemmt, unterstiitzen diese Theorie. Zusitzlich wird die
zellulare Expression des A>sR durch IPC induziert (Eckle et al., 2007).

Die so erst vor kurzem erkannte A;sR-Bedeutung wird bereits wieder in Frage gestellt (Maas et al.,
2010), moglicherweise ist aber die Lange der Indexischdmie von entscheidender Bedeutung fiir die
Effektivitdit der AogR-abhingigen Kardioprotektion (Methner and Krieg, 2011). Weitere

Untersuchungen sind hier notig.

Solenkova et al. entdeckten die weitere Signaltransduktion iiber die Survivalkinasen PI3-Kinase/AKT
und ERK (Solenkova et al., 2006) und stellten in der gleichen Studie fest, dass eine Blockade dieses
Signalweges in den ersten 30 Minuten der Reperfusion die Protektion verhindert, Blockade nach einer
Stunde dagegen nicht, was das kardioprotektive Zeitfenster der ischdmischen Prikonditionierung fiir
die Abschwichung des Reperfusionsschadens zeigt. Das Signal der Survivalkinasen fiithrt zu einer
Inaktivierung der GSK-3f und dies zu einer Hemmung der Bildung der mPTP (Juhaszova et al., 2004;
Tong et al., 2002). Moglicherweise spielt auch die PKC eine Rolle in der Inaktivierung der GSK-3f3
(Downey et al., 2007). Fehlende Offnung der mPTP auf den Reiz von Calcium-Uberladung und
oxidativem Stress (s. Kap. 1.2.3) mildert den Reperfusionsschaden bei kritisch geschiadigten Zellen
und reduziert so die InfarktgroBe. Eine Zusammenfassung der geschilderten Signalwege findet sich im

folgenden Schaubild (Abb. 4):

Opioids

Transactivation

Of Tyr residues

Abb. 4 - Signalwege der IPC
Schematische Darstellung der intrazellularen Signalwege von Adenosin, Bradykinin und Opioiden in Trigger-
und Mediatorphase (aus Cohen and Downey, 2008)
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1.4 Adenosin

1.4.1 Bildung und Funktionen von Adenosin
(s. auch Abb. 5, Abb. 6 und Abb. 7)

Adenosin ist ein Purinnukleosid und Katabolit des zelluldren NH,
Energiestoffwechsels und entsteht hauptsdchlich durch N X

N

Dephosphorylierung aus Adenosinmonophosphat (AMP). Es HO </ | )
N™ N

wird unter hypoxischen Bedingungen wegen des dann stark
beschleunigten Abbaus der energiereichen Phosphatverbin-
d i Ben M bildet und in den Extrazelluldr-
ungen in groen Mengen gebildet und in den Extrazelluldr OH OH

raum freigesetzt, wo es an seine Rezeptoren binden kann. Seine

Bildung erfolgt sowohl intra- als auch extrazellulér (s. Abb. 6). Abb. 5 - Adenosin

Intrazellulédr geschieht dies durch 5°‘-Nukleotidasen aus AMP oder — zu einem wesentlich geringeren
Anteil — durch Hydrolyse von S-Adenosyl-Homocystein. Die extrazelluldre Bildung geschieht durch
die Ekto-5‘-Nukleotidase (CD73), AMP als Substrat wird extrazellulédr durch die Ektonukleosid-
Triphosphat-Diphosphorylase-1 (CD39) aus ATP gebildet (Hasegawa et al., 2008; Zimmermann,
2000).

/

/ /—\ Kardiomyozyt
Mitochondrien

. ATP . ATP ‘ =
=4
> g
"~ ADP+P, P+ADP ‘ )
R
O2 AMP
Substrate
4 Adenosinkinase < > 5°-Nuklectidase
Myoglobin
\ iEs Adenosm /
!
// // —
/—‘\ L 4
O Substrate O, AMP €P73 % adenosin —_
Koronararterie

Abb. 6 - Kardiomyozytarer Nukleotidstoffwechsel bei Normoxie

Bei Normoxie wird ATP durch oxidative Phosphorylierung der Mitochondrien produziert und in geringem MaRe
zu ADP, AMP und Adenosin intrazellular abgebaut. Extrazelluldr entsteht Adenosin durch die CD73 aus AMP,
dieses Enzym ist vor allem auf Endothelien und Immunzellen nachweisbar (modifiziert nach Schrader et al.,

1998).
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A

/ /—\ Kardiomyozyt
Mitochondrien
> ATP =
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AI\/IF’
{X
Adenosinkinase I\ 5'-Nukleotidase
Adenosin /
o = B SO _
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Koronararterie

Abb. 7 - Kardiomyozytarer Nukleotidstoffwechsel bei Ischdmie

Durch einen GefaRverschluss (hier durch Ligatur) kommt es zum Stillstand der oxidativen Phosphorylierung und
zu beschleunigtem intrazellularem ATP-Abbau zu Adenosin, welches nun in erhéhtem MaRe (auch durch die
Hemmung der Adenosinkinase, s. Decking et al., 1997) freigesetzt wird. Welche Bedeutung unter Ischamie der
CD73 zukommit, ist Teil der Fragestellung dieser Arbeit (modifiziert nach Schrader et al., 1998).

Bei beschleunigtem Abbau der zelluldren Energietriger entsteht Adenosin sofort in hohem Malle
(Schrader et al., 1990), mit seiner kurzen Halbwertszeit von nur wenigen Sekunden reagiert es sehr
empfindlich auf das Ausmal der Ischdmie. Adenosin kann potentiell von allen Korperzellen
produziert werden, und eine Vielzahl von verschiedenen Zellen trigt gleichfalls Adenosinrezeptoren

(Shryock and Belardinelli, 1997).

Adenosin erfiillt im Organismus eine Fiille von Funktionen in den verschiedensten Organen:
Nierenfunktion (Blume et al., 2012; Huang et al., 2006), Vasomotorik (Shryock et al., 1998; Tawfik et
al., 2005), Angiogenese (Montesinos et al., 2002), Regulation der Atemwegsmuskulatur (Hua et al.,
2008), Immunregulation (Koszalka et al., 2004; Romio et al., 2011; Zernecke et al., 2006),
verschiedene neuronale Funktionen (z.B. Neurodegeneration, (Chen and Chern, 2011)), ischdmische

Préakonditionierung und viele mehr (s. Anhang, Tabelle 5).

Im Allgemeinen fiihrt die Aktivierung von Adenosinrezeptoren zu einer Reduktion des
Sauerstoffbedarfs eines Organs (z.B. durch verringerten ATP-Bedarf) oder zur Steigerung des
Sauerstoffangebots  (z.B. durch  Vasodilatation). Adenosin  wirkt so als negativer
Riickkopplungsmechanismus fiir Hypoxie und verhindert Zellschaden, daher wird es auch treffend als
wretaliatory metabolite” (Newby, 1984) bezeichnet. Nach diesem Prinzip sorgt Adenosin am Herzen
fiir Vasodilatation, neg. Chronotropie, neg. Dromotropie und neg. atriale Inotropie (Shryock and
Belardinelli, 1997), und reguliert so die myokardiale Sauerstoffbalance, indem es die Herzarbeit

reduziert und das Sauerstoffangebot steigert.
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Und wie fiir ein Molekiil mit diesen Wirkungen passend fand sich auch der erste Hinweis fiir eine
Beteiligung von Adenosin an der endogenen Kardioprotektion durch IPC bald nach deren Entdeckung,
auch wenn die Forscher den infarktmindernden Effekt eine Zeit lang auf die vasodilatatorischen
Eigenschaften der Substanz zuriickfiihrten (Giannella et al., 1997; Olafsson et al., 1987). Bald wurde
die Bedeutung von Adenosinrezeptoren fiir die ischdmische Prikonditionierung erkannt (Lasley et al.,

1990; Liu et al., 1991).

Seine herausragende Rolle in der IPC ldsst sich aus den vorhergegangenen Ausfithrungen ersehen: In
der Triggerphase aktiviert es durch Bindung an den Ai/As Rezeptor gemeinsam mit Bradykinin und
endogenen Opioiden das Schliisselenzym fiir die Auslésung der Mediatorphase, die PKC. In der nach
Reperfusion folgenden Mediatorphase ist es als Ligand (am ehesten, s. Kap. 1.3.7.2) des Ap-
Rezeptors dann gar das einzige und entscheidende Molekiil fiir den Ansto3 der intrazelluldren

Signalkaskade und letztlich die Inhibition der mPTP-Bildung.

1.4.2 Adenosinrezeptoren
Vier Adenosinrezeptoren sind bekannt, welche im Organismus sehr unterschiedliche Funktionen
erfiillen (s. Anhang, Tabelle 5) — der Ai-, Aza-, Azs- und As-Rezeptor (AiR, A2aR, AR, A3R). Sie

sind allesamt metabotrope, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren:

AR und der AR sind an ein cAMP-senkendes Gi-Protein gekoppelt, wahrend der A>aR und der AzsR
iiber ein Gs-Protein eine Erhohung zelluldrer cAMP Spiegel zur Folge haben. Der Ag-Rezeptor ist
auBlerdem iiber ein Gq-Protein an den Phosphoinositol-Weg gekoppelt (Mubagwa and Flameng, 2001),
Ai- und Asz-Rezeptoren konnen die Proteinkinase C aktivieren, der A R aktiviert zusétzlich in einigen
Fillen die Phospholipase C, wéahrend der AsR die Bildung von Phosphatidylethanolamin iiber die
Phospholipase D induziert (Mubagwa and Flameng, 2001). Der AssR ist hochaffin fiir Adenosin,
wiahrend Asp-Rezeptoren erst bei hohen Ligandenkonzentrationen aktiviert werden (Schulte and
Fredholm, 2003). Diese niedrige Affinitit l4sst sich aber auf bisher unbekannte Art und Weise steigern
(Kuno et al., 2007), was wahrscheinlich in der Mediatorphase der ischdmischen Prikonditionierung

von Bedeutung ist (s. Kap. 1.3.7.2).

Am Herzen erzeugt der A»aR eine starke Vasodilatation an den KoronargefaBBen (Cohen and Downey,
2008), der AR ist fiir die meisten reguldren kardialen Adenosinwirkungen veranwortlich (s. Kap.
1.4.1, Shryock and Belardinelli, 1997). Fiir alle Adenosinrezeptoren wird eine Beteiligung an der
Kardioprotektion vermutet (MclIntosh and Lasley, 2012; Zhan et al., 2011), doch von A;R und AR
wird in der Mehrzahl angenommen, dass sie die Hauptrollen einnehmen (Cohen and Downey, 2008;

Eckle et al., 2007).
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1.5 Die zweifelhafte Bedeutung der Ekto-5‘-Nukleotidase fiir die IPC

Die Ekto-5¢-Nukleotidase (CD73) findet sich auf der Oberfliche von Endothel- und Immunzellen, wo
das Enzym durch seine Aktivitdt im Organismus normalerweise beteiligt ist an epithelialem Ionen-
und Fliissigkeitsaustausch (Strohmeier et al., 1997; Thompson et al., 2004), der endothelialen
Barrierefunktion (Lennon et al., 1998), tubuloglomerulidrem Feedback (Castrop et al., 2004; Huang et
al., 2006), Thromboregulation und vaskuldrer Immunantwort (Koszalka et al., 2004) und vielem mehr
(fir eine ausfiihrliche Darstellung, s. Colgan et al., 2006). Insgesamt ist sie mit der
antiinflammatorischen Wirkung von Adenosin assoziiert (Ernst et al., 2010). Eine CD73""-Maus bietet
daher einen proinflammatorischen Phanotyp mit Stérungen der Endothel- (Zernecke et al., 2006), T-
Helfer-Zell- und reg. T-Zell Funktion (Romio et al., 2011), sowie einer starken Suszeptibilitét fiir

zelluldre Hypoxie.

Urspriinglich wurde angenommen, dass die extrazellulire Adenosinbildung wahrend Ischdmie nur
eine untergeordnete Rolle spielt, weil der katabole Stoffwechsel der hochenergetischen Phosphat-
verbindungen intrazelluldr zu einer massiven Zunahme der Adenosin-Konzentration und sekundér
auch der Ausschiittung in den Extrazellularraum fiihrt (Decking et al., 1997; Kroll et al., 1992).
Deshalb wurde auch geglaubt, dass die IPC durch primér intrazelluldr gebildetes Adenosin ausgeldst
wird — und die CD73 aufgrund der angenommenen geringen quantitativen Bedeutung unter Ischdmie

eine untergeordnete Rolle fiir die IPC spielt (Borst and Schrader, 1991; Truse and Decking, 2009).

Dem gegeniiber stehen aber in vivo Befunde, welche Hinweise auf eine Schliisselrolle der CD73 fiir
die IPC zeigen: Ihre Inhibition bzw. ihre genetische Inaktivierung (Knock-Out) sorgten hier fiir ein
Verschwinden IPC-induzierter Kardioprotektion (s. Abb. 8 und Eckle et al., 2007; Kitakaze et al.,
1994).

Diese Ergebnisse — insbesondere die aktuellen Befunde von Eckle et al. — waren sehr iiberraschend,
standen sie doch in Kontrast zu den traditionellen Ansichten {iber den Adenosinstoffwechsel. Sie
konnten bereits zuvor im Kaninchen in vivo nicht nachgewiesen werden (Miki et al., 1998b), und auch
im hiesigen Institut fand sich im offensichtlichen Gegensatz zu den Ergebnissen von Eckle et al.
(s. Abb. 8) im isoliert perfundierten Mauseherzen kein Unterschied in der IPC zwischen WT und
CD73"-Tieren (Truse and Decking, 2009).
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in vivo in vitro: Langendorff
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Abb. 8 - Darstellung der InfarktgroBen ohne und mit IPC im Wildtyp und im CD73-Knockout
GegenUberstellung der Ergebnisse von Eckle et al. (links) und Truse et al. (rechts) mit deutlichem Unterschied in
der Kardioprotektion in der CD737-Maus durch IPC.

Ein relevanter quantitativer Unterschied der koronar-vendsen Adenosinkonzentrationen nach IPC

konnte in vitro nicht nachgewiesen werden (Truse and Decking, 2009, s. Abb. 9):
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Abb. 9 - Adenosinkonzentrationen im koronarvenésen Effluat in vitro im Wildtyp und im CD73-Knockout
nach IPC.

Es zeigt sich kein signifikanter quantitativer Unterschied in der Gesamtadenosinbildung zwischen WT und
CD737-Tieren nach mehreren Zyklen ischdmischer Prakonditionierung, deutlich ist die Abnahme der
Adenosinausschittung nach wiederholten Stimuli erkennbar (Truse and Decking, 2009).
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Die Datenlage zur Bedeutung der extrazelluldren Adenosinbildung ist zusammenfassend in einer
Reihe verschiedener Modelle sowohl in vivo als in vitro widerspriichlich, so dass ohne weiterfithrende
Untersuchungen keine abschlieBende Bewertung erfolgen kann. Bisher sind noch in keinem Labor
Experimente zu dieser Thematik sowohl am Langendorff-System als auch in vivo durchgefiihrt
worden, obwohl diese durch dann besser vergleichbare Versuchsbedingungen eine weitere
Interpretation erleichtern wiirden. Daher konzipierten wir zur weiteren Uberpriifung des Sachverhaltes
die folgende in vivo Studie und achteten in der Etablierung des Versuchsmodells streng auf die

Vergleichbarkeit der Methoden zu Truse und Decking sowie Eckle et al.

1.6 Zielsetzung

Die Beteiligung von Adenosin an der [PC des Herzens ist unstrittig und seine Bedeutung vielfach
bestitigt. Ob aber — wie traditionell angenommen — die intrazelluldre Bildung iiberwiegt, oder aber
eigentlich die extrazelluldre Entstechung durch die CD73 fiir die Kardioprotektion durch IPC
entscheidend ist, ist unklar, da in unterschiedlichen Modellen und verschiedenen Spezies

widerspriichliche Ergebnisse gefunden wurden.

Unsere Hypothese war: ,,Die extrazellulire Adenosinbildung durch die Ekto-5°-Nukleotidase (CD73)
hat im Mausmodell in vivo keinen relevanten Einfluss auf die InfarktgroBenreduktion durch

ischdmische Prikonditionierung (early phase preconditioning).

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde zundchst ein in vivo Mausmodell des ischidmischen
Myokardinfarkts und der IPC in einem ersten Untersuchungsgang etabliert, sowie mithilfe geeigneter
Parameter fiir Himodynamik und Ventilation kontrolliert und standardisiert. Dies sollte eine moglichst
geringe Variabilitdt der ZielgroBe InfarktgroBenreduktion sicherstellen und eher zufillige
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen ausschlieBen, um letztlich in diesem Feld

widerspriichlicher Ergebnisse moglichst valide Aussagen machen zu kénnen.

In einem zweiten Schritt sollte dann der Effekt der ischdmischen Pridkonditionierung in Wildtyp- und
CD73"-Tieren mithilfe des zuvor etablierten in vivo Modells untersucht werden, um die Bedeutung
der extrazelluliren Adenosinproduktion durch die Ekto-5°-Nukleotidase (CD73) fiir die IPC zu
tiberpriifen. Dafiir sollten InfarktgroBen nach einer Indexischimie im Wildtyp und in der CD73"-

Maus im Vergleich zur Kontrolle sowohl mit als auch ohne IPC untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Wir wihlten Mause vom Stamm C57/Black6, welche den momentanen wissenschaftlichen Standard
(Eckle et al., 2007; Lankford et al., 2006; Redel et al., 2008) fiir diese Art von Experimenten
darstellen. Abkommlinge dieses Stammes standen in unserem Labor als CD73”-Miuse zur

Verfiigung.

Geziichtet und gehalten wurden die Méuse bis zum Tag des Versuchs in der Tierversuchsanlage
(TVA) der Universitdt Diisseldorf. Sie waren 8-12 Wochen alt und wogen 20-30 g. Gehalten wurden
sie bei einer stdndigen Temperatur von 22 + 2 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 63 = 5 % in Typ 11
Kaéfigen aus Makrolon, mit Futter und Wasser ad libitum und einem Tag/Nacht-Rhythmus von 12/12
Stunden. Der Keimstatus entsprach den hohen hygienischen Standards der hiesigen
Tierversuchsanlage. Am Versuchstag wurden die Tiere morgens gegen 8 Uhr aus der
Tierversuchsanlage abgeholt und im Laufe des Tages fiir die Versuche verwendet. Futter und Wasser

standen ihnen bis zur Aufnahme in den Versuch zur Verfiigung.

2.2 Tierversuchsgenehmiqungq

Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurde ein Tierversuchsantrag an das Landesamt fiir Natur-,

Umwelt- und Verbraucherschutz (LANUV) gestellt und von diesem genehmigt:

»Rolle der CD73/ekto-5’-Nukleotidase in der extrazelluliren  Nukleotidkaskade  bei
Entziindungsreaktionen, GefaBfunktion und Hypoxie“ (Aktenzeichen 8.87-50.10.34.08 vom
22.09.2008).

Als Operateur habe ich an der versuchstierkundlichen Einfithrung der Tierversuchsanlage Diisseldorf
im Januar 2009 teilgenommen und den Kurs mit Erfolg abgeschlossen (Bescheinigung als Scan im

Anhang, s. Abb. 47).

2.3 Instrumente

Fiir die Operationen wurden verschiedene chirurgische Instrumente bendtigt, darunter Scheren (grob,

fein), Pinzetten (stumpf, spitz, gebogen, gerade), Nadelhalter.

Die folgende Abb. 10 zeigt eine Ubersicht, zusitzlich zu sehen ist links die Intubationskaniile. Fiden,

Spritzen, Injektionskaniilen und Katheter sind nicht dargestellt:

22



Material und Methoden

Abb. 10 - Instrumentarium
Intubationskanile, Scheren, Nadelhalter und Pinzetten in verschiedener Ausfihrung (v.l.)

2.4 Grundlagen der Versuchsdurchfiihrung im in vivo open-chest Modell

Auf Basis der Publikationen von Michael et al. (Michael et al., 1995), Eckle et al. (Eckle et al., 2006)
und Tarnavski et al. (Tarnavski et al., 2004) wurde ein experimentelles in vivo open-chest Modell des

akuten Herzinfarktes in der Maus etabliert.

Dieses siecht unter Intubationsnarkose die Erdffnung des Thorax der Maus durch linkslaterale
Thorakotomie und die préparatorische Darstellung des Herzens vor. Anschlieend wird die grofBte
Herzkranzarterie der Maus, der Ramus interventricularis anterior (RIVA, oder auch LAD fiir left
anterior descending coronary artery) mit einem Faden unterschlungen, mit dem durch Zuziehen der
Schlinge eine Ischdmie erzeugt werden kann, welche weite Teile der Wand des linken Ventrikels
betrifft. Nach Infarktinduktion wird das ischdmische Areal durch Lockerung der Schlinge
reperfundiert. SchlieBlich wird das Tier getotet, das Herz wird entnommen und geschnitten und der
Infarkt und die Area at risk (AAR: der bei Schluss der Ligatur ischdmische Anteil des Herzens)

werden durch Farbemethoden (s.u.) sichtbar gemacht.
Allgemein bestand der Versuchsablauf dann aus folgenden Phasen (s. auch Abb. 11):

e Induktion der Narkose, Intubation und Vorbereitung der Operation

e Operation

e Induktion der ischdmischen Prékonditionierung durch 4 x 5 Minuten Ischédmie/Reperfusion
(nur in Untersuchungsgruppe)

e Indexischdmie (45 Minuten)

e Reperfusion (90 Minuten)

e Entnahme des Herzens, Anfertigung der Schnitte, Farbung und Bestimmung der InfarktgroBe
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I{{RIFRII]R[I|R Ischamie Reperfusion

Abb. 11 - Zeitlicher Versuchsablauf
Schematische Darstellung des Ischamie-/Reperfusionsprotokolls, 4 x 5 Minuten I/R zur IPC, 45 Minuten
Indexischdamie, 90 Minuten Reperfusion

2.5 Anasthesie und Beatmung

2.5.1 Narkose

Die Narkose wurde mit Pentobarbital-Natrium, gelost in korperwarmer physiologischer
Kochsalzlosung mit einer Konzentration von 10 mg/ml, durch intraperitoneale Injektion von 200 ul
(=2 mg) in den linken Unterbauch der Maus initiiert. Verwendet wurden hier diinne Kaniilen der
Starke 27G, um mdoglichst wenig Trauma und Schmerzen zu verursachen. Nach einer Einschlafphase
von ca. 5 Minuten wurde die Maus auf einer Waage gewogen. AnschlieBend wurde durch eine erneute
intraperitoneale Injektion die entsprechende Menge Pentobarbital hinzugefiigt, um auf eine
Konzentration von insgesamt 100 mg/kg Korpergewicht der Maus zu kommen. Fiihrte diese Dosis
nach 10 Minuten Einwirkzeit nicht zum Erloschen der Reflexe und zur Intubationsfahigkeit, so wurde

eine Zusatzdosis von 0,5 mg Pentobarbital injiziert.

Im weiteren Verlauf des Versuchs wurde die Narkosetiefe durch wiederholte Auslosung des
Hinterbeinreflexes iiberpriift. Die Initialdosis geniigte meist fiir eine ausreichende Narkose in den
ersten 60-80 Minuten. Bei positivem Reflex wurden erneut 0,5 mg Pentobarbital-Natrium

intraperitoneal appliziert, was ca. zweimal pro Experiment notwendig war.

2.5.2 Intubation

Die fiir die Umstechung und Ligatur der LAD notwendige Thorakotomie erforderte zwingend eine
endotracheale Intubation und mechanische Ventilation des Tieres. Dazu wurde die Maus nach
vollendeter Einschlafphase und erloschenem Hinterbeinreflex an den oberen Schneidezdhnen so in die
Intubationsapparatur eingehingt, dass ihr Kopf zum Koérper in einen Winkel von etwa 30° gebracht
wurde. Dieses Mandver streckte den Hals und ermdéglichte bei der Intubation eine direkte Sicht durch
das geoffnete Maul auf die Stimmritze, welche durch Diaphanoskopie der Trachea mit einer
Halogenlampe unterhalb der Glottis deutlich abgrenzbar wurde (s. Abb. 12). Wihrenddessen wurde
der Maus iiber eine Zuleitung im oberen Teil der Apparatur reiner Sauerstoff iiber einen Nasenkonus

angeboten.
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Mit einer gebogenen, stumpfen Pinzette wurde die Zunge der

Maus aus dem Maul gezogen und nach ventral gehalten, der .

Unterkiefer heruntergeklappt und so freie Sicht auf den Larynx
erreicht. Eine rosafarbene Brauniile (20 G) mit eingelegter und
um wenige Millimeter gekiirzter Fiihrungskaniile, wurde
vorsichtig in Richtung Larynx vorgeschoben und bei offener
Glottis moglichst atraumatisch in der Trachea platziert,
worauthin sofort die Fithrungskaniile zuriickgezogen wurde, um
die Atemwege freizugeben. Das Ende eines Y-formigen
Schlauchstiicks, welches mit dem Ventilator verbunden war,
wurde nun auf die Brauniile aufgesetzt und noch in der
Intubationsapparatur konnte so durch Beobachtung der Thorax-
Exkursionen im Rhythmus des Ventilators eine korrekte Lage
des Tubus sichergestellt werden. Bei mdglicher Fehlintubation
in den Osophagus wurde der Ventilator sofort entkoppelt, der

Tubus entfernt und erneut unter Sicht eingefiihrt.

2.5.3 Ventilation

Die mechanische Ventilation iibernahm ein Méauseventilator der

Material und Methoden

Abb. 12 - Intubation

Die Maus befindet sich in der In-
tubationsapparatur, Sauerstoff wird
Uber den Nasenkonus zugeleitet,
die Lampe beleuchtet die Trachea.

Firma Hugo Sachs, ein Harvard Apparatus MiniVent Type 845 (s. Abb. 13). In unseren Versuchen

wurde bei allen Tieren die Atemfrequenz auf 150 Atemziige/min fest eingestellt. Das zeitliche

Verhéltnis von Inspiration und Exspiration betrug
unverdnderlich 1:1. Die Beatmung erfolgte wéhrend
des Experiments mit Raumluft, welcher 10% reinen
Sauerstoffs zugemischt wurden. Um trotz des
variierenden Korpergewichts — und damit auch der
KorpergroBe und des Lungenvolumens — bei allen
Tieren eine vergleichbare Ventilation zu erreichen,
wurde ein gewichtsadaptiertes Tidalvolumen von 250-
300 pl eingestellt, dessen Richtigkeit mithilfe von
Blutgasanalysen verifiziert wurde (s. Kap. 3.1.1).

2.6 Operationsvorbereitung und Monitoring

Abb. 13 - Ventilator
Harvard Apparatus MiniVent Type 845

Nach erfolgreicher Intubation wurde die Maus vorsichtig in Riickenlage auf einem beheizten

Operationstisch platziert und durch Klebeband an beiden Vorder- und Hinterldufen (s. Abb. 14) fixiert.
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Abb. 14 - Positionierung der Maus auf dem Operationstisch
Zugangsweg eingezeichnet, rektale Temperatursonde eingefiihrt, EKG-Elektroden hier noch nicht eingestochen

Die torquierte Haltung sorgte fiir eine Exposition der linken Thoraxhélfte und erleichterte die
Operationsbedingungen (Tarnavski et al., 2004). Die Spannung der Mm. Pectorales durch die Fixation
wurde moglichst gering gehalten, um sie besser separieren zu kdnnen. Das Ventilationsgemisch wurde

von reinem Sauerstoff auf 10% O, + Raumluft umgestellt.

2.6.1 Monitoring der Koérpertemperatur

Ein Temperaturfiihler (Rectal Thermocouple Ret-3, Harvard Apparatus, Hugo-Sachs) wurde an ein
digitales Thermometer angeschlossen und der Maus rektal eingefiihrt, um die K&rpertemperatur mit
einer Genauigkeit von 0,1°C iiberwachen zu konnen. Durch bestindige manuelle Regulation der
Beheizung des Operationstisches wurde den sich dndernden &ufleren und inneren Bedingungen der
Maus Rechnung getragen und wihrend des ganzen Versuches eine Korpertemperatur von 37°C
aufrechterhalten. Der Operationstisch war angeschlossen an ein beheizbares Wasserbad mit einer

Pumpe, welche Wasser durch den Tisch stromen lieB3.

2.6.2 Elektrokardiographie

In die Haut beider Vorderldufe wurde eine EKG-Elektrode eingestochen, deren Signale mit einem
Powerlab (ADInstruments) digitalisiert und kontinuierlich ausgelesen wurden, wodurch die elektrische
Herzaktion wihrend des ganzen Experiments in der Ableitung I nach Einthoven kontrolliert werden
konnte. Durch das Auftreten einer ST-Segment-Hebung wurde eine induzierte Ischdmie deutlich
erkennbar, nach erfolgter Reperfusion bildete sich die ST-Hebung zuriick, gefolgt von einer T-
Negativierung. Dies ermdglichte so — neben Verdnderungen des Blutdrucks, der Herzfrequenz sowie
einer Entfarbung des Herzens in der area at risk — eine weitere Kontrolle der induzierten Ischdmie

bzw. Reperfusion.
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2.7 Anlage der LAD-Ligatur

Links paramedian wurde in Hohe des 3. ICR ein ca. 0,5 cm langer Hautschnitt in transversaler
Orientierung gemacht, nach weiterer stumpfer Praparation wurden die Mm. pectorales major et minor
voneinander separiert und durch 5-0 Vicrylfiden in gegensitzliche Richtungen retrahiert, um den

Blick auf die Rippen freizugeben (s. Abb. 15).

Mit einer Pinzette wurde die Muskulatur des 3. ICR
medial der durchscheinenden Lungengrenze durchstoflen
und der Zugang durch eine Durchtrennung der
Intercostalmuskulatur nach lateral erweitert, wobei

sorgfiltig Verletzungen der intrathorakalen Organe

vermieden wurden.

%

Mithilfe zweier Pinzetten wurde der Perikardbeutel  app. 15 - situs mit Blick auf Rippen (ge-

stumpf durchtrennt. Direkt caudal des linken Herzohrs strichelte Linien)

. ) ) . . B Mm. pectorales werden zur Seite gehalten,
erscheint die LAD im epikardialen Gewebe und verlduft  |gjcht durchscheinend ist die Lungengrenze

in Richtung Herzspitze. Sie zeichnet sich nur recht 2usehen.Obenim Bildist kaudal.

schwach hellrot — im Gegensatz zu den dunkelrot gefarbten, deutlichen Venen — gegen das umliegende
Myokard ab. Es wurde ggf. Zug am Perikardbeutel genutzt, um das Herz leicht um seine Léngsachse
zu drehen, dieses wurde nie direkt mit der Pinzette beriihrt (no-touch Technik), um Verletzungen der

Herzoberflache und der Geféal3e zu vermeiden.

War die LAD aufgefunden, wurde das Herz mit einer Pinzette am Perikardbeutel fixiert und eine 8-0
Prolene Ligatur unter der Arterie hindurch gefiihrt. Beide Enden der Ligatur wurden durch einen ca. 2
mm langen, diinnen Plastikschlauch (PE-10) gezogen, welcher als Okkluder diente. Zwei Eppendorf-
Gefille wurden auf beiden Seiten als Gewichte in einem Abstand von ca. 7 cm zum Herzen an die

Ligatur angeklippt. Die folgende Abb. 16 zeigt das Herz mit liegender Ligatur:

Epikard, LAD verlauft ca. an

Pfeilspitzen (nicht erkennbar) Ligatur um LAD

Linke Lunge

Okkluder (PE-10)

Linkes Herzohr = W %; %

Abb. 16 - Situs mit Blick auf die um die LAD liegende Ligatur mit Okkluder
Herz, Herzohr und Lunge erkennbar (zur besseren Ubersicht ist in diesem Bild eine Rippe entfernt worden, dies
wurde normalerweise nicht gemacht). Oben im Bild ist kaudal.
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SchlieBlich wurde der Okkluder unter den Muskeln innerhalb des Thorax platziert und die Haltefiden
durch die Muskeln entfernt, was diese in ihre urspriingliche Position zuriickgleiten lie und einen fast
vollstindigen Verschluss des Thorax zur Verringerung des Fliissigkeits- und Wirmeverlustes

sicherstellte. Die Wunde wurde schlieBlich mit einem angefeuchteten Stiick Watte abgedeckt.
Induktion von Ischimie und Reperfusion

Wir nutzten ein hanging-weight-Modell zur Unterbindung der LAD. Dafiir wurden die oben
beschriebenen Fadenenden mit den jeweils 1 g schweren Eppendorf Gefdlen iiber zwei Umlenkrollen
gefiihrt (s. Abb. 17). Die danach frei schwebenden Gewichte iibten einen ausreichenden Zug auf das
Herz und den Plastikokkluder aus, um das GefdBl zu komprimieren und eine Ischdmie in seinem
Versorgungsgebiet — der area at risk (AAR) zu induzieren. Zur Auslésung der Reperfusion geniigte
das Anheben der Gewichte bzw. das Absenken der Umlenkrollen: Der Zug auf den Faden nahm ab,
die Schlinge um die Arterie entspannte sich und die Reperfusion der AAR fand statt.

In der folgenden Abb. 17 ist das leicht abgeblasste Myokard nach Schluss der Ligatur zu sehen:

P Umlenkrollen —

/

E Ligatur

Abb. 17 - Schema des Hanging-Weight-Systems Abb. 18 - Situs mit Blick auf das Herz nach Schluss
Durch freies Schweben der 1 g schweren Gewichte wird der Ligatur

die Schlinge um die LAD geschlossen und das GefdR Das ischdmische Myokard ist sichtbar abgeblasst.
unterbunden. Oben im Bild ist kaudal.

Anheben der Gewichte genigt dann, um die Reperfusion
einzuleiten.

2.8 Entnhahme des Herzens, Praparation und Farbung

Nach Ende der 90-miniitigen Reperfusionsphase wurde die Maus durch zervikale Dislokation getotet.
Der Thorax wurde eroffnet und das Herz-Lungen-Paket durch scharfe Préparation entnommen und in
eine Schale mit physiologischer Natrium-Chlorid-Lésung (NaCl 0,9 %) gegeben, welche bei einer
Temperatur von 4°C eine Reduktion des myokardialen Stoffwechsels auf ein Minimum sicherstellte.

Nach Entfernung der Lungenfliigel und der Prédparation der Aorta wurde diese kaniiliert und die
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Koronararterien wurden retrograd mit kalter 0,9% NaCl-Losung gespiilt, um Blutreste auszuwaschen,
die sonst bei der Interpretation der Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung zur Unterscheidung des

vitalen vom infarzierten Gewebe storen konnten.

Folgend auf die Entfarbung des Herzens nach Perfusion mit ca. 5 ml Na*Cl-Losung wurde die Ligatur
erneut mit einem Knoten geschlossen und die Perfusion der Koronargefae nun mit 1 ml 2% Evans-
Blue-Losung (EB) gestartet. Diese tintedhnliche Losung farbte so nur den Teil des Herzens in einem
tiefen Blau, welcher sich zu keinem Zeitpunkt des Abb. 19 - Evans-Blue-
Farbung

Gefdarbtes Herz an
Aortenkantiile, die AAR
(ungefarbtes Areal) ist
erkennbar.
Epikardverunreinigung-
en durch EB lassen
diese hier kleiner er-
scheinen, als sie tat-
sachlich ist.

Experiments unter Ischdmie befand — und liel so die
sog. Area at risk frei (AAR) (s. Abb. 19). Wahrend der
Perfusion mit EB wurde das Herz duBerlich mit kalter
NaCl-Losung gespiilt, um die Kontamination der

epikardialen Oberfldche mit EB zu vermeiden.

Nach erfolgreicher EB-Férbung wurde das Herz unter

weiterer Splilung abgenommen und vollstindig in

NaCl-Losung gewaschen, wobei mittels ,,Massieren

der Kavitdten moglichst auch endokardiale Kontamination verhindert wurde. Anschlieend wurde das
Herz in einen Schneideblock gegeben, welcher eine Vertiefung von der GroBe eines Miuseherzens
hatte. Parallel angeordnete Rasierklingen mit einem Klingenabstand von 1 mm erlaubten darauthin die

Gewinnung von fiinf transversalen, parallel zur Ventilebene liegenden Herzschnitten (s. Abb. 20).

Abb. 20 - Schneideblock
Abstand zwischen Rasierklingen 1 mm, hier beispielhaft nur eine Klinge

Die Herzschnitte wurden danach erneut gewaschen und moglichst von allen aufgelagerten EB-Resten
befreit. AnschlieBend wurden sie in separaten Eppendorf-Gefdfien in 1% Phosphat-gepufferter
Triphenyltetrazoliumchlorid-Lésung (TTC) bei 37°C fir 10 Minuten unter leichtem Schiitteln
inkubiert, worauthin sich ein starker, makroskopisch sichtbarer Kontrast zwischen infarziertem und

vitalem Gewebe darstellte.
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2.9 Digitalisierung der Schnitte und Planimetrie

Die doppelt mit EB und TTC gefarbten Herzschnitte wurden unter einem Prépariermikroskop mithilfe

eines Objektivaufsatzes fiir eine Canon G9 Digitalkamera bei 10facher Vergroferung fotografiert.

Da die TTC-Farbung immer zum Schrumpfen und zur konsekutiven Verformung der Schnitte fiihrt,
wurden sie mithilfe zweier spezieller Glasobjekttrager mit 0.8 mm Abstandshaltern an den Ecken von
1 mm Schnittdicke auf 0.8 mm Dicke gequetscht (s. Abb. 21). Auf diese Weise wurde eine plane Lage
und gleichméBige Dicke — und damit ein vergleichbares Volumen der gefarbten Areale verschiedener
Schnitte — wéhrend der Digitalisierung sichergestellt und so eine Hochrechnung des infarzierten

Areals aus Messergebnissen verschiedener Schnitte ermoglicht.

Abstandshalter Glasobjekttrager
mit einer Hohe
von0.8 mm  Nx — — —— RO |

Herzschnitte

o

Abb. 21 - Herzschnitte zwischen Objekttragern
Schema der funf Herzschnitte zwischen zwei Objekttragern mit einem Abstand von 0,8 mm

Insgesamt entstanden durch beidseitige Digitalisierung aus 5 Herzschnitten so 9 planimetrierbare
Flachen — die epikardiale Seite des Apex wurde nicht ausgewertet. Die farblich abgrenzbaren Areale
wurden in Adobe Photoshop manuell umrandet, wie in den folgenden Abb. 22 und Abb. 23

schematisch zu sehen ist:

Abb. 22 - Herzschnitt mit Doppelfarbung Abb. 23 - Schematische Darstellung der Auswertung

Infarziertes Gewebe ist weil}, vitales Gewebe ist rot, des Herzschnittes am Computer

blaues Gewebe war auBerhalb der area at risk (AAR) Einteilung in Infarktbereich (weil), vitales Gewebe
(rot) und Gewebe auBerhalb der AAR (blau)
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Fiir die Analyse wird das Volumen des infarzierten Gewebes als Anteil des Volumens der area at risk
(AAR) berechnet. Da alle Schnitte eine Dicke von 0.8 mm aufwiesen, konnte diese vernachléssigt und
anstatt des Volumens die Fldche bestimmt werden. Die Gesamtflache des infarzierten Gewebes aller
Schnitte konnte so als Anteil der Gesamtfliche der AAR aller Schnitte angegeben werden

(InfarktgroBe als % der AAR).

2.10 Zusatzliche Methodik der Etablierungsphase

2.10.1 Blutdruck-, Herzfrequenz- und Blutdruckanstiegsgeschwindigkeitsmessung

Wir fiihrten in der Etablierungsphase eine invasive Blutdruckmessung iiber eine Kaniilierung der A.
carotis communis durch. Ein Kunststoffkatheter, gefiillt mit einer heparinisierten physiologischen
Kochsalzlosung (100 U Heparin/ml) und angeschlossen an einen Druckaufnehmer, wurde iiber ein
System aus einem Pressure Transducer (Gould) und einem Powerlab (ADInstruments) kontinuierlich
mit einer Frequenz von 100 Hz ausgelesen und Blutdruck und Herzfrequenz wurden mithilfe von
Chart 5.5.5 (ADInstruments) aufgezeichnet. Die Messung wurde nach Ende der 90-miniitigen

Reperfusionsphase vor der Blutentnahme fiir die arterielle Blutgasanalyse beendet.

2.10.2 Katheterisierung der A. carotis communis

Zwischen Oberrand des Sternums und Kinn der Maus wurde die Haut auf einer Lénge von ca. 1 cm
median eingeschnitten, dann wurde das Unterhautgewebe stumpf durchtrennt und die rechte GI.
submandibularis (Speicheldriise) der Maus nach lateral geklappt. In der Nische zwischen
Speicheldriise und Trachea wurde nach weiterer stumpfer Priparation die A. carotis communis neben
dem N. vagus sichtbar. Vorsichtig wurden Arterie und Nerv getrennt, dann wurde die Arterie proximal
durch eine Klemme verschlossen. Distal wurde sie mit einem Faden (6-0, Seide, Genzyme Biosurgery)
ebenfalls ligiert, um Blutriickfluss zu verhindern. Eine zweite Schlinge zur anschlieenden Fixierung

des Katheters im Gefdfl wurde locker vorgelegt.

Die Arterie wurde angeschnitten, dann wurde der Katheter (PE-10) in der Arterie platziert und die
vorbereitete Schlinge geschlossen. Nach Offnung der Klemme konnte nun der arterielle Blutdruck in
Echtzeit gemessen werden. Der Katheter wurde noch ein wenig vorgeschoben, dann wurde die
Speicheldriise wieder dariiber gedeckt und die Wunde mit einem angefeuchteten Stiick Watte
verschlossen. Eine sanfte Spiilung des Katheters (ca. 10 pl heparinisierte physiologische

Kochsalzlosung (100 U Heprain/ml)) verhinderte eine Thrombosierung des Katheters.
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In der folgenden Abb. 24 ist die tiefe Halsregion mit Trachea und eingefiihrtem Carotiskatheter zu

sehen:

Trachea

Katheter in A.
carotis, Faden zur
Fixation sichtbar

Speicheldriisen der Maus,
nach lateral frei prapariert

Abb. 24 - Intraoperativer Situs der Halsregion
Einliegender arterieller Katheter in der rechten A. carotis, oben im Bild ist kaudal.

2.10.3 Arterielle Blutgasanalysen

Nach Ende der 90-miniitigen Reperfusion (und damit einer Gesamtventilationsdauer von ca. 200
Minuten) wurden durch den liegenden Carotiskatheter 200 pl arterielles Blut in eine Spritze aspiriert
und anschlieend sofort in einem Blutgasanalysegerit analysiert. Bestimmt wurden der pH, der pCO-

und der pOs.

2.10.4 Duinnschnitte mit dem Kryotom
Zur Verbesserung der Infarktdarstellung und -messung haben wir die Anfertigung von
Gefrierschnitten des Herzens mit einer Schichtdicke zwischen 10 um und 50 um in Vorversuchen

getestet. Wir untersuchten eine Doppelperfusion der AAR an einem Langendorff-System:

Zunichst wurde das ganze Herz mit 1% Phosphat-gepuffertem TTC gespiilt, woraufhin dann die
Ligatur verschlossen und die 2% Evans-Blue Perfusion gestartet wurde. Nach Abnahme von der
Kaniile wurde das Herz in TissueTek® Einbettmedium fixiert und in einem Kryotom (Leica CM
1850) zunéchst gefroren und dann in 10 — 50 pm dicke Schnitte geschnitten. Diese wurden
anschlieBend auf einem Glasobjekttrager fixiert und unter einem Durchlichtmikroskop mit

angeschlossener Kamera digitalisiert.

2.11 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt (MW + STABW), die Variable
n beschreibt die Anzahl der Experimente einer Versuchsgruppe. Die Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden im Falle der gemessenen Infarktgroflen mittels einer univariaten Varianzanalyse fiir

Mehrfachvergleiche tiberpriift, gefolgt von einer Bonferroni Post-hoc-Analyse.
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Fiir hdimodynamische Parameter (Blutdruck (mean arterial pressure, MAP), Herzfrequenz, dP/dt)
wurde der zweiseitige t-Test nach Student verwendet. Das Signifikanzniveau wurde immer mit p <
0,05 angenommen. Statistische Berechnungen wurden mit SPSS (Systat) und Excel 2007
(Microsoft®) durchgefiihrt.

2.12 Ausschlusskriterien

Aufgrund des technisch anspruchsvollen Experiments mussten Ausschlusskriterien definiert werden:
e Vorzeitiges Versterben des Versuchstieres vor Ende des Experiments
e Intraoperative Verletzung des Herzens
e Mehrfache Fehlintubation des Versuchstieres
e Starker Blutverlust wihrend der Operation (meist durch Verletzung der A. thoracica interna)
o Keine GefaBokklusion nach erster Anlage der Ligatur
e Atypischer Verlauf der LAD mit konsekutiv kleiner AAR (s. hierzu Kap. 4.3.5)
e Ausgeprigte Entgleisung des Sédure-Basen-Haushaltes

In Vorversuchen zeigte sich, dass all diese Situationen mit unvorhersehbaren Verdnderungen der
InfarktgroBen einhergingen, weshalb Tiere, bei denen die Ausschlusskriterien zutrafen, nicht in die

Auswertung einbezogen wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung des in vivo open-chest Mausmodells

Fiir die Etablierung des in vivo Herzinfarkt-Modells wurden in Vorversuchen insgesamt 148 Mé&use
eingesetzt. Erste Versuche hatten dabei primér das Ziel, das chirurgische Vorgehen zu standardisieren
und zu optimieren, sowie durch Evaluation verschiedener Parameter optimale Versuchsbedingungen

zu erreichen.

SchlieBlich wurden zur Uberpriifung des erarbeiteten Modells 20 Wildtypen beider Geschlechter
folgendermaflen zufillig auf Gruppen aufgeteilt, zwei Tiere konnten aufgrund der Ausschlusskriterien

nicht in die Auswertung einbezogen werden:

Tabelle 2 - Anzahl der Mause in den Versuchsgruppen bei der Evaluation des Modells

Wildtyp Wildtyp + IPC
Minnlich 6 3
Weiblich 6 3
Gesamt 12 6

In diesen Gruppen wurde das oben beschriebene Versuchsprotokoll durchgefiihrt, zusétzlich wurde
diesen Maiusen ein Katheter in die A. carotis communis eingelegt (s. Kap. 2.10.2), um
hdmodynamische Parameter (Herzfrequenz, arterieller Blutdruck, Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit
dP/dt) messen zu konnen. Am Ende jedes Versuches wurde iiber diesen Katheter arterielles Blut
asserviert und eine Blutgasanalyse durchgefiihrt, um die ventilatorischen Parameter zu iiberpriifen. Bei
einem Tier war eine Blutgewinnung nicht mdglich, daher gingen hier nur 17 Miuse in die Auswertung
ein. InfarktgroBen wurden in diesen Gruppen aufgrund des komplizierteren OP-Protokolls nicht

ausgewertet. Alle Gruppen unterschieden sich zueinander nicht signifikant im Koérpergewicht.
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3.1.1 Arterielle Blutgasanalysen
In Vorversuchen wurde die Einstellung eines gewichtsadaptierten Tidalvolumens etabliert, dies wurde
am Ende der Experimente nach ca. 200 Minuten Narkosezeit mithilfe von Blutgasanalysen tiberpriift.

Folgende Ventilationsparameter wurden verwendet:

Tabelle 3 - Ventilationsparameter
Variables Tidalvolumen, adaptiert an das Kérpergewicht der Maus

Gewicht der Maus Tidalvolumen Atemfrequenz
(2 (nd) (Atemziige/min)
<225 250 150
22,5-24 260 150
24-26 275 150
26-27,5 285 150
>27,5 300 150

In der Uberpriifung zeigte sich, dass diese Einstellung annihernd normale Werte fiir pH, PO, und
pCO, ermoglichte und somit einen ausgeglichenen S&ure-Basen-Haushalt auch nach langer

Narkosezeit garantierte (s. Abb. 25):
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Abb. 25 - Arterielle BGA nach 200 Minuten Narkose unter Anwendung des variablen Tidalvolumens
Werte fir pH, pCO2 und pO2 unter Raumluft und mit Zumischung von 10% O: (signifikanter Anstieg des pO.)

Bei einer Versuchsgrofie von n = 17 lag der pH unter Anwendung dieser Regel (s. Tabelle 3)
durchschnittlich bei 7,31 + 0,053, der arterielle Sauerstoffpartialdruck bei 142,47 + 32,67 mmHg und
der arterielle CO,-Partialdruck bei 43 + 5,43 mmHg. Bei Ventilation mit reiner Raumluft ergab sich
ein arterieller Sauerstoffpartialdruck von 71,5 £ 7,14 mmHg, dies wurde nur bei einer Gruppengrdlie
von n = 4 getestet. Im Folgenden wurde dann die Beimischung von Sauerstoff in allen Versuchen
beibehalten, um arterielle pO,-Werte iiber 100 mmHg zu erreichen, es zeigte sich dabei ein

signifikanter Anstieg auf 0.g. Werte (p = 0,000442).
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3.1.2 Verlauf von Blutdruck, Herzfrequenz und dP/dt

Die Kaniilierung der A. carotis communis ermdglichte die kontinuierliche Aufzeichnung (s.Abb. 26)

von Blutdruck, Herzfrequenz und Druckanstiegsgeschwindigkeit im arteriellen Kreislaufsystem.
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Abb. 26 — Reprasentative arterielle Blutdruckkurve

Dauer des Experiments

Gemessen Uber die Dauer eines gesamten Experimentes; Ischamie und Reperfusionsphase sind hier gut ab-

grenzbar.
600 80
o —&— mannliche Wildtypen (n = 6) * %
2 550 - —O— weibliche Wildtypen (n = 6) > - —
k= £ T -
= € 70 -
o € , S
2 500 - £
g =
~ +
@ 1
5 S L
") 450 4 g 60 -
c 3
= m \
p 5 '
g 400 -+ % 1
g 5 % l
= t
N 350 + < A .
Q —— mannliche Wildtypen (n=6) L
T —o— weibliche Wildtypen (n = 6)
300 T T T T 40 T T T T
7 S, 8, 7 s, 8, §
(o) A Chs; 69//7 e Of . Chs @g,o A
oba ,hie 0$@ Q@p 0/79" ,be 7 o, Q@p
e ) %, e De, %,
Ty S/o Py, Sio
/0, ” ‘op, 7

Abb. 27 - Herzfrequenz und arterieller Blutdruck im zeitlichen Verlauf der Versuche unter Anasthesie

Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen Mausen: weibliche Wildtypen zeigen geringfiigig hohere Herz-
frequenzen (nicht signifikant) und einen Trend zu hoheren arteriellen Blutdriicken, am letzten Messpunkt
ergibt sich hier ein signifikanter Unterschied (p < 0,01).
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Bei einer GruppengroBe von n = 18 wurden diese hdmodynamischen Parameter im gesamten
Versuchsverlauf ab dem Zeitpunkt der Katheteranlage ausgewertet. In Abb. 27 sind die Daten fiir
beide Geschlechter unter Anisthesie im Vergleich zu sehen.

Tendenziell ist ein Herzfrequenzanstieg iiber das gesamte Experiment bei beiden Geschlechtern zu
beobachten, das stérkste Inkrement findet sich bei Einleitung der Ischédmie, wo es korrespondierend
zum Blutdruckabfall kommt. Der Trend zu hoheren arteriellen Blutdriicken in weiblichen Mausen
wird am Ende des Experimentes zum signifikanten Unterschied (p < 0,01). Durch ischdmische
Prékonditionierung zeigten sich beim arteriellen Blutdruck und der Herzfrequenz keine signifikanten

Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle, weshalb die Kurven hier nicht dargestellt sind.
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Abb. 28 - Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit nach Geschlechtern getrennt (links) und zusammengefasst mit
und ohne IPC (rechts) im Verlauf des Experimentes

Mannliche Wildtypen zeigen durchgehend signifikant héhere dP/dt-Werte (p < 0,01) als weibliche Tiere (links).
Durch ischdmische Prikonditionierung kann nicht nur ein Trend zu héheren dP/dt-Werten beobachtet werden
(rechts), die Erholung nach Ischamie im Vergleich ist durch IPC signifikant hoher (s. Abb. 29)

Mainnliche Wildtypen zeigten iiber das ganze Experiment hinweg durchschnittlich eine signifikant
hohere Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt) (s. Abb. 28, links) als weibliche Tiere, nach Schluss
der Ligatur und Induktion der Ischdmie kam es zu einem signifikanten Abfall des dP/dt (p < 0,01),
welcher schlieBlich nach Reperfusion erneut anstieg. Durch ischdmische Priakonditionierung konnte in
einem Trend (p = 0,055) der Abfall der Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit nach Einsetzen der
Ischdmie vermindert werden (s. Abb. 28, rechts), aulerdem zeigte sich iiber den ganzen Verlauf des

Experiments eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikante Zunahme des dP/dt (s.Abb. 29).
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1,0 - Abb. 29 - Relativer Anstieg des dP/dt im Verlauf eines
Experimentes
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Durch den kardioprotektiven Effekt von IPC ist in der IPC-
0,8 Gruppe eine relative Zunahme des dP/dt im Verlauf des
Experimentes zu beobachten (vor Ischdmie im Verhiltnis
zum Ende der Reperfusion), im Vergleich zur Kontrollgruppe
0,6 - ohne IPC ist der Effekt signifikant (p = 0,03).

I \Vildtypen (m+w) ohne IPC (n = 12)
[ Wildtypen (m+w) mit IPC (n = 6)

0,7

Relativer zeitlicher Anstieg des dP/dt

3.1.3 Elektrokardiographie

Unter basalen Bedingungen zeigte sich ein normales Ruhe-EKG, nach Induktion der Ischimie kam es
zundchst innerhalb von Sekunden zu einer iiberhdhten T-Welle (sog. ,,Erstickungs-T*), dann zur
zunchmenden ST-Hebung, welche die transmurale Ischdmie kennzeichnete und die ganze
Ischdmiephase iiberdauerte. Nach Reperfusion der AAR entwickelte sich zunéchst innerhalb von 10-
15 Minuten die ST-Hebung zuriick, um dann in eine bis zum Ende des Experiments andauernde T-
Negativierung iiberzugehen, weiterhin bildete sich eine deutliche Q-Zacke aus. Fiir alle Stadien und
nihere Erlduterungen dazu, s. Abb. 30-Abb. 36. In allen Abbildungen ist die Amplitude 1 mm/mV,

die Zyklusldnge betrigt ca. 120 ms (ca. 500 Schlage/min).
R
T
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]

Abb. 30 - Ruhe EKG S
Die normale Konfiguration des EKG: P-Welle, QRS-Komplex, ST-Strecke und T-Welle sind abgrenzbar.

Erstickungs-T

NP PIPIIR N

Abb. 31 - EKG unmittelbar nach Ischdamieinduktion
Die Zunahme der T-Amplitude, das sog. , Erstickungs-T“, ist deutlich erkennbar.
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bereits gehobene ST-Strecke

Abb. 32 - EKG wenige Sekunden spater
Nach dem initialen Erstickungs-T beginnt nun die Ausbildung der ST-Streckenhebung.

ST-Hebung

MABMAASARD,

Abb. 33 - EKG nach ca. 20 Sekunden Ischdmie
Nach wenigen Sekunden ist die ST-Hebung vollstandig ausgebildet.

ST-Hebung geht zuriick

Abb. 34 - EKG unmittelbar nach Reperfusion der AAR
Nach Wiedereréffnung der Ligatur ist bald ein Riickgang der ST-Hebung erkennbar.

beginnende T-Inversion

ook T

Abb. 35 - EKG ca. 15 Minuten nach Reperfusion Q-Zacke
Die ST-Hebung ist fast vollstandig riickldufig, beginnende T-Wellen-Negativierung und Bildung einer tiefen Q-
Zacke.

A

T-Inversion
Abb. 36 - EKG am Ende des Versuchs

Die ST-Hebung ist nicht mehr erkennbar, dafiir eine deutliche T-Inversion und Q-Zacke.
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3.1.4 Dinnschnitte: Experimente zur Verbesserung der Infarktdarstellung

Wir fiihrten eine zweizeitige koronare Perfusion an einer Langendorff-dhnlichen Apparatur durch,
zundchst mit TTC, dann mit EB (s. Kap. 2.10.4). Die anschlieend im Kryotom entstandenen Schnitte
wurden unter einem Durchlichtmikroskop digitalisiert und ausgewertet und zeigten in einigen Fillen
eine ausgezeichnete Darstellung des Infarktes und der area at risk (s. Abb. 37). Leider ergaben sich
aber immer wieder auch vollig unverwertbare Farbungsergebnisse mit Aussparungen der AAR (s.

Abb. 38). Aus diesem Grund war diese Technik leider nicht reliabel (s. auch Kap. 4.3.6).

Abb. 37 - Diinnschnitte (10 um Dicke) in der Durchlichtaufnahme, hier gutes Firbeergebnis
Doppelperfusion mit EB und TTC, innerhalb der AAR (nicht blau gefarbtes Gewebe) sind infarzierte Bereiche
(hell) gut von vitalem Myokard (rot) abgrenzbar.

40



Ergebnisse

Rechter Ventrikel Linker Ventrikel Septum AAR

Abb. 38 - Diinnschnitte mit fehlerhaftem Farbeergebnis
Die EB-Farbung ist inhomogen, Teile ohne ischdmischen Stress (auBerhalb der AAR, hier z. B. Teile des Septums)
wurden nicht gefarbt, damit ist die AAR zu grof3, die Schnitte sind nicht auswertbar.
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3.2 InfarktgroRen im Wildtyp und CD737-, ohne und mit IPC

Fir die nach Etablierung des Modells durchgefiihrten Experimente zur Beantwortung der
Fragestellung dieser Arbeit kamen 59 Tiere zum Einsatz, 9 Maéuse davon hatten positive

Ausschlusskriterien (s. Kap. 2.12).

Die Tiere wurden randomisiert auf IPC- und Kontrollgruppen aufgeteilt, ebenso wurde der Zeitpunkt
der Versuche im Laufe eines Tages innerhalb der Gruppen variiert, um zircadiane Einflussfaktoren
ausschlieBen zu kénnen. Es wurden Gruppengréflen von n > 5 angestrebt. Sowohl méannliche als auch
weibliche Tiere wurden untersucht, um Aussagen iiber Unterschiede zwischen den Geschlechtern in
Bezug auf den Effekt der IPC treffen zu konnen, welche in der Vergangenheit von verschiedenen

Arbeitsgruppen vermutet wurden (Pitcher et al., 2005; Song et al., 2003; Turcato et al., 2006).

Aufgrund des erhdhten Operationsrisikos durch die Carotiskatheteranlage wurde fiir diese Méuse auf

die Messung der himodynamischen Parameter und der Blutgase verzichtet.
50 Tiere gingen in die Auswertung der Infarktgroe nach Ischdmie ein (Tabelle 4):

Tabelle 4 - Anzahl der Tiere in den verschiedenen Versuchsgruppen

Wildtyp Wildtyp + IPC CD737" CD73" +1PC
Miinnlich 7 7 6 6
Weiblich 5 5 7 7
Gesamt 12 12 13 13

Auf der folgenden Seite (Abb. 39) finden sich Beispiele flir gefarbte Herzschnitte aus allen vier
Versuchsgruppen (WT minnlich, WT weiblich, CD73” minnlich, CD73” weiblich) nach Index-
Ischdmie und Reperfusion, jeweils aus Kontrollgruppe (ohne IPC) und Interventionsgruppe (mit IPC).

Der infarktreduzierende Effekt der IPC ist in allen Gruppen deutlich erkennbar:
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Ohne IPC Mit IPC

Wildtyp,
mannlich

Wildtyp,
weiblich

CcD737,
mannlich

cD737,
weiblich

Gegenulberstellung von Schnitten nach 45min Indexischamie und 90 Minuten Reperfusion ohne und mit
vorheriger IPC. Der kardioprotektive Effekt der IPC ist deutlich erkennbar.
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3.2.1 Gesamtergebnis beider Geschlechter

Der Wildtyp zeigte — ménnliche und weibliche Tiere zusammengefasst — nach 45 Minuten
Koronarischdmie und 90 Minuten Reperfusion bei einer Gruppengrole von n = 12 eine
durchschnittliche InfarktgroBe von 45,26 + 8,9 % der AAR. Die Induktion der ischdmischen
Priakonditionierung durch repetitive Ischdmien vor Beginn der Indexischédmie konnte die InfarktgroBe
bei einer GruppengroBle von ebenfalls n = 12 hochsignifikant (p < 0,0001) auf 26,34 = 7,9 % der AAR
senken (s. Abb. 40), was einer relativen InfarktgroBenreduktion durch ischdmische Priakonditionierung
von 41,8 % entspricht. Damit konnte der vielfach vorbeschriebene kardioprotektive Effekt der IPC in

unserem in vivo Mausmodell erfolgreich reproduziert werden.

Der Ekto-5°‘-Nukleotidase-Knock-Out entwickelte in der Kontrollgruppe bei einer Geschlechts-
gemischten GruppengréBe von n = 13 eine durchschnittliche InfarktgroBe von 40,5 + 7,95 % der AAR.
Ischdmische Prikonditionierung war in der Lage, diesen Infarkt ebenfalls hochsignifikant (p < 0,0001)
auf 22,6 £ 6,65 % der AAR zu reduzieren (s. Abb. 40), was einer relativen Infarktgroenreduktion im

CD73" von 44,18 % entspricht und damit nicht hinter dem Wildtyp zuriicksteht.

Zusammenfassend zeigte sich im hier verwandten in vivo Mausmodell in der CD73”-Maus ebenfalls
eine hoch-signifikante InfarktgroBenreduktion durch IPC, die quantitativ den Befunden in der WT-
Maus entsprach. Bei in diesem Tier fehlender extrazelluldrer Adenosinbildung und trotzdem gleichem
IPC-Effekt im Vergleich zum Wildtyp ergibt sich somit kein Hinweis auf einen signifikanten Einfluss
der extrazelluldren Adenosinbildung durch die CD73 auf die ischdmische Prakonditionierung (early

phase IPC).
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Abb. 40 - InfarktgroBen (als % der AAR) fiir alle Untersuchungsgruppen
Die Geschlechter sind hier zusammengefasst, die InfarktgréBenreduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe von
41,8% bzw 44,2% durch IPC war sowohl im WT als auch in der CD737"-Maus hochsignifikant nachweisbar.
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3.2.2 Geschlechtsspezifische Ergebnisse

3.2.2.1 Ménnliche Tiere

Mainnliche Wildtypen zeigten bei einer Gruppengréfle von n = 7 eine durchschnittliche Infarktgrofe
von 44,49 + 11,7 % der AAR unter Kontrollbedingungen und der kardioprotektive Effekt der
ischdmischen Préikonditionierung reduzierte die InfarktgroBe in der IPC-Gruppe (ebenfalls n = 7)
hochsignifikant (p < 0,001) auf 25 + 10 % der AAR, was einer Infarktgrofenreduktion von 43,8 %
entspricht.

Maiénnliche CD73-defiziente Mause zeigten bei einer Gruppengrofle von n = 6 eine durchschnittliche
InfarktgroBe von 44,1 £ 6,5 % der AAR. In der IPC-Gruppe (ebenfalls n = 6) wurde eine
hochsignifikante Reduktion (p < 0,001) der InfarktgroBe auf 22,4 + 7,8 % der AAR erreicht
(s. Abb. 41).

Mannliche Tiere Weibliche Tiere
SRR _ 507 =
= * %k = n.s
® 50 50 - n.s.
© ©
[ o
& ®
» 40 A » 40 4
[} [}
h-] T
X B
» 30 n 30 A
8 L
2 @
0 20 A 0 20 A
(<)) =]
e et
x x
@ ©
"_E 10 A E 10 A
0 - 0 - w
‘l'r,,’ \‘l'r,‘/ 05, C‘o,u,,_/; " e, €05, 0>,
~ ~
)/ o /’7§6./ /'°c/ 8 (,,Q /"\\) /'°c-/
) 56 s

Abb. 41 - InfarktgroRen fiir alle Untersuchungsgruppen

Diese Analyse ist getrennt nach Geschlechtern, die InfarktgréRen sind angegeben in % der AAR. Erneut ist in
allen Interventionsgruppen eine signifikante Reduktion der InfarktgréBe im Vergleich zur Kontrolle gegeben. In
der Kontrollgruppe der weiblichen CD737-Tiere besteht ein Trend zu niedrigeren InfarktgréBen verglichen mit
den WT-Tieren.

3.2.2.2 Weibliche Tiere

Weibliche Wildtypen prisentierten bei einer Gruppengrofle von n = 5 eine durchschnittliche
InfarktgroBBe von 46,3 + 3,2 % der AAR. Ischdmische Prikonditionierung war in der Lage, die
InfarktgroBe in der mit ebenfalls n = 5 gleich groBen IPC-Gruppe signifikant (p = 0,024) auf 28,2 +
3,8 % der AAR zu verringern. Dies entspricht einer InfarktgroBenreduktion durch ischédmische

Prakonditionierung von 39,12 %.
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Weibliche Ekto-5‘-Nukleotidase Knock-Outs (Gruppengrofle n = 7) zeigten unter Kontroll-
bedingungen eine durchschnittliche InfarktgroBBe von 37,4 + 8,2 % der AAR und die durch IPC
ausgeloste Kardioprotektion reduzierte den Infarkt in der IPC-Gruppe (ebenfalls n = 7) signifikant (p =
0,037) auf 22,76 = 6,1 % der AAR, was einer InfarktgroBenreduktion von 39,2 % entspricht. Die
InfarktgroBe in der CD73”-Kontrollgruppe lag damit deutlich unter den Kontrollgruppen des
minnlichen Geschlechts und der weiblichen Wildtypen, allerdings ist die Verinderung zu keiner

dieser Gruppen statistisch signifikant und kann nur als Trend gesehen werden (s. auch Abb. 41).

Zusammenfassend ergibt sich auch in der nach Geschlechtern getrennten Analyse kein Hinweis auf
eine Bedeutung der extrazelluliren Adenosinbildung durch die CD73 fiir die ischdmische
Prikonditionierung. In der Kontrollgruppe der weiblichen CD73"-Tiere zeigten sich ein Trend zu
niedrigeren Infarktgréfen im Vergleich zu Wildtypen, jedoch mit ebenfalls signifikanter
InfarktgroBenreduktion durch IPC.
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Adenosin ist ein bekannter hochpotenter Trigger der Kardioprotektion durch ischdmische Prikondi-
tionierung, welche nach Administration vor einer Indexischdmie den resultierenden Gewebeschaden
signifikant reduzieren kann (z.B. Cohen and Downey, 2008). In der Vergangenheit haben sich
verschiedene Arbeitsgruppen mit der Frage der ortlichen Herkunft des kardioprotektiven Adenosins
unter Ischdmie beschiftigt und sind in unterschiedlichen Versuchsmodellen zu teilweise vollkommen
gegensitzlichen Ergebnissen gekommen (s. Kap. 1.5), insbesondere die Bedeutung der extrazelluldren
Ekto-5‘-Nukleotidase (CD73) — des geschwindigkeitskeitbestimmenden Enzyms der extrazellularen
Adenosinbildung — blieb unklar.

Bereits im Vorfeld wurde im hiesigen Institut eine Arbeit gleicher Zielsetzung am Langendorff-
Modell des isolierten Herzens durchgefiihrt; hier konnte keine Relevanz der extrazellularen
Adenosinbildung fiir die IPC nachgewiesen werden (Truse and Decking, 2009). Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war nun die Etablierung eines in vivo Mausmodells des Myokardinfarkts und der
IPC und die anschlieBende Uberpriifung der Hypothese einer irrelevanten extrazelluldren
Adenosinbildung auch in vivo. Da eine Ursache fiir die widerspriichlichen Ergebnisse der
Vergangenheit methodische Unzulénglichkeiten fritherer Versuche sein kdnnten, wurde zunéchst eine
umfangreiche Modellevaluation durchgefiihrt, bevor schlieBlich die InfarktgroBe im CD737-Tier ohne
und mit [PC im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle untersucht wurde.

In dieser Studie ist es zundchst gelungen, ein sorgfiltig validiertes Modell des in vivo Herzinfarktes in
der Maus zu etablieren. Die erhobenen funktionellen Daten aus der Evaluationsphase zeigen gute und
stabile Werte fiir Himodynamik und Respiration bei einer Narkosedauer von iiber 200 Minuten, auch
ein funktionelles Korrelat des kardioprotektiven Effekts der ischdmischen Priakonditionierung mit der
verbesserten Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit (s. Abb. 29) in IPC-Tieren konnte nachgewiesen
werden. In umfangreichen Untersuchungen zur Methodik der InfarktgroBenbestimmung zeigte sich die
von den meisten Laboren eingesetzte TTC-Evans-Blue-Farbemethode als die beste zur

Differenzierung von infarziertem und vitalem Gewebe.

Der kardioprotektive IPC-Effekt lieB sich zundchst im Wildtyp als beeindruckende
InfarktgroBenminderung nachweisen, doch auch im CD73"-Tier konnte die gleiche Kardioprotektion
gefunden werden: Nach dem beschriebenen Protokoll prikonditionierte CD73”-Tiere (4 x 5 Minuten
I/R) zeigten statistisch hochsignifikant die gleiche Reduktion der Infarktgrofe im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Ischidmie wie Wildtypen (s. Ergebnisse, Kap. 3.2.1). Auch in der
geschlechtsspezifischen Analyse zeigte sich das gleiche Bild (s. Ergebnisse, Kap. 3.2.2), auch hier
konnte weder bei ménnlichen, noch bei weiblichen Méausen ein signifikanter Unterschied zwischen

dem kardioprotektiven Erfolg der IPC in WT- und CD73"~-Tieren festgestellt werden.
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Es bleibt also als Schlussfolgerung dieser Studie, dass die extrazellulire Adenosinbildung durch die
Ekto-5°-Nukleotidase (CD73) — wie in der Hypothese dieser Arbeit vermutet — keinen signifikanten

Einfluss auf die Kardioprotektion durch early-phase IPC des Mauseherzens in vivo hat.

Die Forschungsergebnisse iiber den kardialen Adenosinstoffwechsel und die Funktion der CD73 im
Organismus unterstiitzen diese Ergebnisse, deshalb sollen sie im Folgenden ausfiihrlich diskutiert

werden.

4.2 Die extrazellulare Adenosinbildung — ist sie wichtig fuir die IPC?

4.2 1 Kardiale Adenosinproduktion im Detail

4.2.1.1 Allgemein

Adenosin  wird im Myokard kontinuierlich im Intra- und Extrazelluldrraum durch die
Dephosphorylierung von AMP oder die intrazelluldire Hydrolyse von S-Adenosyl-Homocystein produ-
ziert — letzteres ist mit ca. 10% von geringerer Bedeutung (Deussen et al., 1999; Kroll et al., 1993).
Intrazellulires AMP als Ausgangssubstanz entsteht durch die Aktivitit von 5°‘-Nukleotidasen
(cytosolic nukleotidase-I (cN-I), Sala-Newby et al., 1999) aus einer Degradation von ATP iiber ADP.
Extrazellulare Adeninnukleotide werden auf gleiche Weise sehr schnell von verschiedenen
Enzymklassen abgebaut (Zimmermann, 2000): Von Ektonukleosid-Triphosphat-Diphosphorylasen (E-
NTPDase-Familie, einschlieBlich der CD39), von der Ektonukleotid Pyrophosphatase/Phospho-
diesterase-Familie, und schlieBlich von zwei Enzymen, welche AMP zu Adenosin dephosphorylieren
— von unspezifischen alkalischen Phosphatasen mit wahrscheinlich untergeordneter Aktivitét
(Koszalka et al., 2004; Picher et al., 2003) und der a.e. geschwindigkeitsbestimmenden (Dunwiddie et
al., 1997) Ekto-5‘-Nukleotidase (CD73).

Die CD73 besteht aus zwei Glykoprotein-Untereinheiten mit Molekiilmassen von 60-70 kDa und wird
in der Plasmamembran iiber einen c-terminalen GPI-Anker gehalten (Hunsucker et al., 2005;
Yegutkin, 2008). Als Schliisselenzym der extrazelluliren Adenosinbildung hydrolysiert sie sehr
spezifisch 5°-AMP mit einem K, von 3-19 uM zu Adenosin (Hunsucker et al., 2005) und zeigt damit
eine deutlich hohere Affinitét fiir ihr Substrat als die intrazelluldre 5’-Nukleotidase (Kmn von 1,2-8,3
mM, (Hunsucker et al., 2005)).

Adenosin selbst kann hauptsédchlich durch erleichterte Diffusion liber bidirektionale Transportproteine
(equilibrative nucleoside transporters, ENT1 und ENT2, Baldwin et al., 1999), in einigen Geweben
(kaum im Herzen) auch iiber konzentrierende Transporter (concentrative nucleoside transporters,

CNT1 und CNT2) (Baldwin et al., 1999) zwischen Extra- und Intrazellularraum wechseln.
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4.2.1.2 Quantitative Adenosinproduktion wahrend Normoxie und Hypoxie

Wiéhrend der Anstieg der Gesamtadenosinausscheidung aus dem Herzen wihrend Hypoxie im
experimentellen Setting durch koronar-vendse Messungen auf einfache Weise belegt werden konnte,
gestaltet sich die genaue Untersuchung seiner Herkunft unerwartet kompliziert. Die verschiedenen
Kompartimente des Herzens (Kardiomyozyten, Interstitium, Endothel, intravasaler Raum) mit ihrer
unterschiedlichen Enzymausstattung lassen nur schwierig eine experimentelle Differenzierung zu. Im

Folgenden soll deshalb ein Uberblick iiber die Studienlage zur Adenosinproduktion gegeben werden.
Normoxie:

Die intrazelluldre Produktion iibersteigt unter Normoxie in Kardiomyozyten mit ~1990 pmol - min™ -
¢! bei weitem die extrazelluldre, welche mit ~185 pmol - min™ - g nur ca. 10% davon ausmacht
(Deussen et al., 1999, Daten aus dem Meerschweinchenherzen). In Inhibitorstudien widersprechen
sich die Ergebnisse, Kitakaze et al. (1994) fanden in vivo keine relevante Verminderung der basalen
Adenosinausscheidung durch AOPCP-Administration (CD73-Inhibitor), ebenso wie Borst and
Schrader, 1991 in vitro; Headrick et al. (1992) konnten zwar koronarvendse Unterschiede nachweisen,
fanden jedoch keine Differenz der interstitiellen Adenosinkonzentrationen. Eckle et al. (2007) sahen in
vivo eine signifikante Reduktion der basalen Werte im CD73-Knockout-Tier, Truse und Decking
(2009) konnten dies in vitro im koronar-vendsen Effluat nicht bestdtigen. Nach Darvish et al. (1996)
ist die CD73 fiir 46% der gesamten 5°-Nukleotidase-Aktivitit (bestehend aus CD73 und cytosolischer
5’-Nukleotidase) im Hundeherzen-Homogenat verantwortlich, in Anwesenheit von physiologischen
Konzentrationen von ADP und Mg?* verschiebt sich dieses Verhiltnis drastisch zugunsten der
cytosolischen Produktion. Inwieweit dieses Ergebnis aus Homogenat interpretierbar ist, sei

dahingestellt.

Entstandenes Adenosin wird bei Normoxie entweder von der Adenosindeaminase (ADA) extra- und
intrazelluldr zu Inosin (K, = ca. 83uM (Kroll et al., 1992)) abgebaut oder durch die intrazellulire
Adenosinkinase (AK) zu AMP (K, = ca. 2,5uM, Kroll et al., 1992) rephosphoryliert. Inhibitorstudien
zeigten, dass die Rephosphorylierung durch die AK zu AMP im Vergleich zur Desaminierung durch
die ADA im Herzen eine viel grofere Bedeutung fiir den Adenosinmetaboliusmus hat: Es findet bei
Normoxie bei iiber 90% (Kroll et al., 1993) des Adenosins eine Rezirkulation in den Nukleotidpool
statt. Dadurch besteht normalerweise ein Konzentrationsgradient von extrazelluldr nach intrazelluldr
und eine Nettoaufnahme von Adenosin in die Kardiomyozyten (Deussen et al., 1999). Typischerweise
betrigt die extrazellulire Adenosinkonzentration zwischen 30 und 300 nM (Cohen and Downey, 2008;

Deussen et al., 1999).
Hypoxie:

Diese interstitielle Adenosinkonzentration kann unter Ischdmie rapide auf iiber 10 uM (Cohen and
Downey, 2009; Schulte and Fredholm, 2003) ansteigen. Dabei ist die mechanistische Vorstellung der

intrazelluldren Ereignisse in Kardiomyozyten folgendermalien:
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Der Mangel an Sauerstoff bringt die mitochondriale ATP-Synthese zum Stillstand und energiereiche
Nukleotide (ATP und ADP) werden aufgrund des hohen intrazelluldren Energiebedarfs schnell zu
AMP und Adenosin degradiert (s. Kap. 1.2.1). Eine zuséitzliche hypoxieinduzierte Hemmung der
Adenosinkinase — welche unter Normoxie durch ihre hohe Aktivitit die nach intrazelluldr gerichtete
Rezirkulation des Adenosins antreibt — sorgt zusammen mit der erhdhten Bildung aus AMP fiir eine
konsekutive dramatische Steigerung der kardialen Adenosinfreisetzung wihrend Hypoxie (Decking et

al., 1997).

Das nachfolgende Schaubild (Abb. 42) beschreibt anschaulich die massive Steigerung der
Adenosinbildung und -freisetzung aus dem Intrazellulirraum unter hypoxischen Bedingungen

(Decking et al., 1997):

[ normoxia (95% oz)] hypoxia (40% 0,) ‘
AMP (230 nM) AMP (850 nM)
1.95 CD 2.3 225 C) 6.5
adenosine (60 nM) adenosine (1020 nM)
0.3 3.25
inosine l 0.06 inosine l 1.1
adenosine adenosine
release release

Abb. 42 - Intrazelluldre Adenosinbildung und —freisetzung

Vergleich zwischen Normoxie (links) und Hypoxie (rechts). Insbesondere die fast 20x erhéhten intrazelluldren
Adenosinspiegel sowie die in ahnlichem MaRe erhdhte Freisetzung sprechen fiir eine dominante intrazellulare
Adenosinbildung wahrend Hypoxie (Abb. aus Decking et al., 1997).

Adenosin wird unter Ischdmie in groBen Mengen iiber die o.g. Transporter ENT1 und ENT2 in den
Extrazellularraum freigesetzt, zusidtzlich kann Adenosin bei sehr hohen intrazelluldren

Konzentrationen transporterunabhéngig iiber Diffusion die Zelle verlassen (Fredholm et al., 2001).

Welche Rolle allerdings die CD73-abhingige Adenosinproduktion unter Hypoxie spielt, kann

aufgrund von widerspriichlichen Ergebnissen letztlich nicht endgiiltig geklart werden:

Die experimentelle Ausschaltung der CD73 durch pharmakologische Inhibition oder genetischen
Knock-Out hatte in einigen Studien keinen Einfluss auf die Adenosinfreisetzung aus isolierten Herzen
unter Ischamie (Borst and Schrader, 1991; Schiitz et al., 1981; Truse and Decking, 2009). Andere
Gruppen berichten sowohl in isolierten Herzen (Headrick et al., 1992), als auch in vivo (Kitakaze et

al., 1994) von einer Reduktion der Gesamtfreisetzung unter Ischdmie um 30-40%.

Eckle et al. (2007) fanden in Analysen der Gesamtadenosinmenge in CD73”-Herzen in vivo bereits
basal stark reduzierte Adenosinspiegel und eine Reduktion der Spiegel nach IPC um ca. 75%

gegeniiber der WT-Kontrolle, insgesamt sind die hier gemessenen Werte aber gegeniiber den
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sonstigen Annahmen weit erhoht (basal dort 5 uM, Adenosinspiegel wird iiblicherweise im nM-
Bereich angenommen (Decking et al.,, 1997)). Der relative Anstieg der postischimischen
Adenosinmenge im Vergleich zum Wildtyp bleibt bei Eckle et al. auch in der CD73"-Maus trotz
erniedrigter Gesamtspiegel gleich, was fiir die verstirkte intrazellulire Bildung wahrend Ischimie

spricht.

Eine eindeutige Aussage zur Quantitét der extrazelluldren Adenosinproduktion durch die CD73 in vivo
lasst sich damit nicht treffen. Die Interpretation dieser Daten ist schwierig, die erwédhnten Zahlen
differieren — auch aufgrund der unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung der Adenosinmengen —
teilweise um mehrere Zehnerpotenzen von Studie zu Studie. Relative Anderungen sind daher besser

interpretierbar und erlauben zumindest folgenden Schluss:

In allen Studien — selbst in denen, die eine Reduktion der Gesamtfreisetzung bei Inhibition oder
genetischer Deletion der CD73 sehen — ist trotzdem ein sehr deutlicher relativer Anstieg der
Adenosinspiegel unter Ischidmie auf ein Vielfaches der Ausgangskonzentration nachweisbar. Dies
spricht fiir einen starken Anstieg der Freisetzung des Molekiils aus dem Intrazellulirraum der
Kardiomyozyten — unter der begriindeten Annahme, dass die Alkalische Phosphatase eine

untergeordnete Rolle spielt (Koszalka et al., 2004).

Zusammenfassend gibt es keinen Zweifel an einer massiven Freisetzung von Adenosin aus dem
Intrazellularraum wéahrend Hypoxie, welches dann im Interstitium an kardiomyozytdre Rezeptoren
binden und protektive Effekte auslosen kann. Welchen quantitativen Beitrag die CD73 unter diesen

Bedingungen liefert, bleibt letztlich unklar.

4.2.2 Lokalisation der CD73 im Herzen

Im Herzen findet sich nur eine relativ geringe CD73-Aktivitit im Vergleich zu anderen Organen
(Thompson et al., 2004 die Werte geben die durch AOPCP hemmbare 5°-Nukleotidaseaktivitét an):
171 £ 64 nmol/h/mg im Herzen, gegeniiber 891 +£128 nmol/h/mg im Gehirn und 1523 + 116
nmol/h/mg im Colon. Auch wird die CD73 hauptséchlich auf der Zelloberfliche von Endothel- und
Immunzellen exprimiert, jedoch nicht auf den Plasmamembranen der Kardiomyozyten selbst (Bonner
et al., 2012). Dies ist insofern entscheidend, als sie sich damit auch nicht in unmittelbarer Néhe zu den
kardiomyozytdren Adenosinrezeptoren befindet, deren Aktivierung fiir die IPC wichtig ist. Damit also
von der CD73 produziertes Adenosin myokardiale Rezeptoren iiberhaupt erreichen koénnte, miisste ein
Konzentrationsgradient vom Endothel und von Immunzellen in Richtung der Kardiomyozyten

herrschen — was angesichts der massiven myokardialen Freisetzung kaum moglich erscheint.

4.2.3 Substrate fiir die extrazellulare Adenosinbildung
Weiterhin zeigte die Arbeitsgruppe Eltzschig auch eine Schliisselrolle fiir die CD39, welche der CD73
in der Kaskade des extrazelluldren Nukleotidabbaus vorgeschaltet ist (s. Kap. 1.4.1). Hier wurde in

Tieren mit genetischer Deletion dieses Enzyms ebenfalls keinerlei IPC-Effekt nachgewiesen, unter

51



Diskussion

Hinzugabe von AMP (als Substrat fiir die CD73) lieB sich die Kardioprotektion jedoch trotz weiterhin
fehlender CD39 wieder auslosen (Kohler et al., 2007). Zentral an dieser Feststellung ist, dass dann
offensichtlich auschlielich extrazelluldres ATP der Ausgangspunkt fiir die gemessenen kardiopro-
tektiven Effekte sein miisste, AMP dagegen kaum freigesetzt wird, sonst wiirde ein CD39”-Tier

zumindest einen Resteffekt der [PC zeigen.

Obwohl spezifische Transporter fiir Nukleotide wie der MDR1 (Abraham et al., 1993) im Herzen
fehlen (Thiebaut et al., 1987), gelangt ATP moglicherweise durch desintegrierte Zellmembranen
nekrotischer und apoptotischer Kardiomyozyten in den Extrazellularraum (Fredholm et al., 2011).
Desweiteren konnen Nukleotide auch aus Endothelien (Borst and Schrader, 1991), T-Zellen (Schenk
et al., 2008), Blutplittchen (Gachet, 2006), Erythrozyten (Arciero et al., 2008) und Neutrophilen
Granulozyten/Monozyten (Eltzschig et al., 2006; Wong et al., 2006) freigesetzt werden. In welchem

Male dies unter Ischdmie geschieht, ist noch unklar.

Eine nennenswerte Freisetzung von ATP aus Kardiomyozyten wéhrend IPC erscheint aufgrund des
gerade zu diesem Zeitpunkt intrazelluldr erhdhten Bedarfs an ATP eher unwahrscheinlich. Auch ist
unklar, ob Kardiomyozyten wéhrend eines kurzen IPC-Stimulus (5 Minuten Ischdmie) iiberhaupt in
nennenswerten Mengen zugrunde gehen, um ausreichende Mengen an ATP freizusetzen, welches nach
Degradation zu Adenosin eine IPC ausldsen konnte. Aus untergegangenen Zellen wiirde neben ATP

auch AMP freigesetzt, welches einen IPC-Effekt iiber die CD73 auslésen konnte (s.0.).

Sympathische Nervenendigungen als Nukleotid-Quelle?

Eine weitere mogliche und bisher nicht ausreichend beriicksichtigte Quelle fiir extrazellulares ATP
sind sympathische Nervenendigungen. Verschiedene Studien konnten verringerte kardiale Adenosin-
spiegel unter sympathischer Inhibition nachweisen (Imai et al., 1989; Kroll et al., 1992). ATP wird als
Cotransmitter bei der Ausschiittung von Noradrenalin freigesetzt und dann extrazelluldr weiter
abgebaut. Ob das daraus entstehende Adenosin dann an Kardiomyozyten rezeptorwirksam werden

kann, ist bisher ungeklirt und bendtigt weitere Untersuchung.

Da jedoch gezeigt werden konnte, dass die IPC experimentell auch alleine durch sympathische
Stimulation iiber einen Adenosin-mediierten Mechanismus ausgeldst werden kann (Salie et al., 2012),
ist moglicherweise das Zusammenspiel der [IPC mit dem kardialen vegetativen Nervensystem grof3er,
als bisher angenommen. Hier konnte sich moglicherweise ein Erklérungsansatz fiir die viel
diskutierten und massiv differierenden experimentellen Befunde zur IPC bei CD73”-Tieren zwischen
verschiedenen Forschungsgruppen finden (s. Kap. 4.2.1.2), wenn man bedenkt, dass unterschiedliche
Narkosearten und —tiefen bekanntermafBen (Neukirchen and Kienbaum, 2008) einen ausgeprigten
Einfluss auf autonome neuronale Aktivitit haben und so moglicherweise die Freisetzung von

Nukleotiden aus sympathischen Nervenendigungen modulieren.
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4.2.4 Gibt es einen Einfluss des Inmunsystems auf das early phase preconditioning?

Die CD73 ist — wie bereits erlautert (s. Kap. 1.5) — im Korper hauptsidchlich auf Endothelien und
Immunzellen zu finden und {ibt dort normalerweise ihren Einfluss auf die endotheliale
Barrierefunktion und die vaskuldre Immunantwort aus. Teilweise wird angenommen, dass die direkte
Néhe der CD73 zu leukozytiren Rezeptoren ausgeprigte Einfliisse in Subkompartimentent
ermoglichen konnte (Headrick et al., 2011). Vor diesem Hintergrund muss iiberpriift werden, ob das

CD73-gesteuerte Immunsystem auch fiir die [PC im Herzen eine Rolle spielen kann.

4.2.4.1 Expression der CD73 auf residenten kardialen Immunzellen

Zum Zeitpunkt der Induktionsphase der IPC befinden sich im Herzen nur residente kardiale
Immunzellen, eine Einwanderung aus dem Blutstrom hat noch nicht stattgefunden. Diese bestehen aus
antigenprasentierenden Zellen (APC), T- und B-Zellen und Monozyten, wobei die APC den gréften
Anteil daran stellen (73%, s. Abb. 43). Diese exprimieren aber keine CD73 (Bonner et al., 2012,
s. Abb. 44).
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Abb. 43 - Residente kardiale Immunzellen (modifiziert nach Bonner et al., 2012)

Den groRten Teil der residenten kardialen Immunzellen stellen APC, gefolgt von B-Zellen und Monozyten. Alle
drei Zelltypen exprimieren keine CD73 (s. Abb. 44), so dass unter basalen Bedingungen im Herzen keine
wesentliche extrazellulare Adenosinbildung auf Immunzellen stattfindet.

Die Ekto-5°-Nukleotidase (CD73) findet sich im kardialen Immunzellkollektiv v.a. auf der Oberfliche
von T-Zellen (s. Abb. 44), welche vor I/R nur in geringer Anzahl im Herzen zu finden sind (s. Abb.
43). Eine wesentliche extrazellulire Adenosinbildung kann daher von residenten kardialen
Immunzellen nicht erwartet werden, weshalb ihre Beteiligung am Aufbau rezeptorwirksamer

Adenosinspiegel wihrend IPC bezweifelt werden muss.
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4.2.4.2 Kinetik der Einwanderung von Immunzellen aus dem Blutpool nach I/R
Drei bis sieben Tage nach I/R kommt es zu einer Einwanderung von Leukozyten aus dem Blutpool,

diese zeigen eine deutlich erhohte Expression der CD73 — insbesondere auf Granulozyten (s. Abb. 44):

1010

CD73 — basal
109 s nach /R
108 4 ;
107 1, .

108 -

105 -

CD73 Menge pro mg Herzgewebe

104 B

Abb. 44 - CD73-Menge pro mg Herzgewebe
Vergleich der Enzymmenge vor und nach I/R-Schaden, deutlich sichtbar ist die fehlende Expression der CD73
auf APCs und die Steigerung v.a. bei Granulozyten nach I/R (modifiziert nach Bénner et al., 2012)

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Entziindungszellzahl im Herzen des CD73""-Tieres erst
iiber 24h nach I/R signifikant gegeniiber der Kontrolle ansteigt (Steigerung: 1,3x - 1,8x, Bonner et al.,
2013) und die CD73-abhingige Immunregulation dann die postischdmische Inflammation und das
Remodeling beeinflusst (s. Abb. 45). Wahrend der in der vorliegenden Studie beobachteten Zeitspanne
des early phase preconditioning findet jedoch noch keine nennenswerte leukozytdre Invasion statt,
weshalb die antiinflammatorische Wirkung der CD73 nicht zur InfarktgréBenreduktion in diesem

Setting beitragen kann.
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Abb. 45 - Zeitlicher Verlauf der Entziindungszellzahlen im Herzen nach I/R

Leukozyten (oben links), Granulozyten (oben rechts), zytotoxische T-Zellen (unten links) und T-Helferzellen
(unten rechts) pro mg Herzgewebe Uber einen Zeitraum von 14 d nach I/R; Vergleich zwischen Wildtyp und
CD737-Maus (modifiziert nach Bénner et al., 2013)

4.2.5 Veranderte Genexpression durch HIF-1-Regulation nach Hypoxie-Stimulus

Eine Reihe von IPC-assoziierten Molekiillen wird durch Hypoxie transkriptionell induziert.
Beispielsweise konnte fiir die CD73 und verschiedene Adenosinrezeptoren eine Regulation {iber
hypoxia-inducible-factor-1 (HIF-1) gezeigt werden (Eckle et al., 2008; Synnestvedt et al., 2002;
Thompson et al., 2004), auch eine Herabregulation der Adenosinkinase wird dadurch gesteuert

(Morote-Garcia et al., 2008).

Eine solche Induktion durch ischdmische Priakonditionierung wird als Hinweis auf eine Beteiligung
des Molekiils an der IPC diskutiert (Eckle et al., 2007; Synnestvedt et al., 2002)). Allerdings ist
fraglich, ob eine gemessene mRNA-Vermehrung 30 Minuten nach Beginn der Reperfusionsphase fiir
die Adenosinproduktion im Experiment eine quantitative Rolle spielt, wenn dann sowohl Trigger- als
auch Mediatorphase der IPC bereits voriiber sind. Insgesamt ist die genetische Regulation
wahrscheinlich eher eine Anpassung des Organismus an zukiinftige Episoden von Sauerstoffmangel

und nicht als Akutmechanismus unter Ischamie zu betrachten.
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4.3 Diskussion des verwendeten Mausmodells des ischamischen

Mvyokardinfarkts

Der Stellenwert von Kleintiermodellen hat in der kardiovaskuléren Forschung rasant zugenommen
(Chien, 1995). Bereits 1897 entwickelte Oscar Langendorff eine Methode zur Préparation und
Perfusion des isolierten Herzens (Langendorff, 1895), welche heute vielfach auch an der Maus
eingesetzt wird (Skrzypiec-Spring et al., 2007). Michael et al. (Michael et al., 1995) prisentierten 1995
das erste in vivo Mausmodell des Myokardinfarkts, das Modell ist nachfolgend von zahlreichen
Arbeitsgruppen aufgegriffen, modifiziert und verbessert worden (Eckle et al.,, 2006; Fisher and
Marber, 2002; Miller and Van Winkle, 1999; Tarnavski et al., 2004), auch die Maoglichkeit

chronischer Infarktexperimente wurde technisch umgesetzt (Nossuli et al., 2000).

Fir die Untersuchung der IPC am Maiuseherzen eignen sich sowohl Langendorff-Perfusionen des
isolierten Herzens als auch open-chest in vivo Modelle, die Wahl des Modells hingt insbesondere vom
Ziel des Experiments und der Komplexitit der Untersuchung ab. Die Nutzung eines in vivo Modells
erschafft ein realistischeres experimentelles Setting und erlaubt die Integration von systemischen
Reaktionen des Organismus in Ergebnis und Interpretation des Versuchs. Wir wihlten fiir die
vorliegende Studie ein in vivo Modell in enger Anlehnung an die Methodik von Eckle et al. und

fiihrten eine umfangreiche Evaluation durch, was im Folgenden noch néher erldutert werden soll.

Aufgrund der zahlreichen mdglichen Storgrofen stellt ein in vivo Modell sehr hohe Anspriiche an die
experimentelle Sorgfalt des Untersuchers. Eine Vielzahl an Einfliissen hat nachgewiesene Effekte auf
die InfarktgroBe, weshalb in einer Untersuchung zur ischdmischen Priakonditionierung eine moglichst
geringe Fehlertoleranz fiir aussagekriftige Ergebnisse notwendig ist. Im Folgenden wird erldutert, wie

dies in der Evaluation des Modells erreicht wurde.

4.3.1 Versuchsprotokoll

4.3.1.1 Anzahl und Lé&nge der IPC-Zyklen

Von oberster Bedeutung war die sichere Induktion der ischdmischen Priakonditionierung. In
Veroffentlichungen zu dhnlichen Fragestellungen findet sich iiberwiegend eine Anzahl von 3-4 I/R-
Zyklen a 5 Minuten I/R (Eckle et al., 2006, 2007; Fisher and Marber, 2002; Miller and Van Winkle,
1999), um eine ausreichende Induktion der IPC in vivo hervorzurufen. Aus diesem Grund wurde fiir
diese Studie ein Protokoll von 4x5 Minuten I/R eingesetzt, und sowohl die gemessene
InfarktgroBenreduktion durch IPC als auch die funktionellen Daten zur verbesserten Erholung der

Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit nach IPC bestétigen den erfolgreichen Triggereffekt.

4.3.1.2 Ischdmiedauer
Ein Infarktanteil von 40-50% der area at risk (AAR) in der Kontrollgruppe ist optimal, um

GroBenabweichungen in beide Richtungen darstellen zu konnen. Wir ermittelten eine
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Indexischdmiezeit von 45 Minuten als hierfiir gut geeignet. Andere Arbeitsgruppen haben fiir ein
solches Ergebnis Indexischdmiezeiten zwischen 30 Minuten (Eckle et al., 2006) und 1 Stunde

(Tarnavski et al., 2004) beschrieben.

4.3.1.3 Reperfusionsdauer

Die notwendige Dauer der Reperfusion wird hauptsichlich von der Féarbemethode bestimmt, da fiir die
Anwendung der Triphenyltetrazoliumchlorid-Methode (Downey, 2000) Reduktionsédquivalente aus
infarziertem Gewebe ausgewaschen werden miissen. Wir wiahlten eine Reperfusionsdauer von 90
Minuten und bewahrten so die Vergleichbarkeit zum hiesigen Langendorff-Modell (Truse and
Decking, 2009), in dem das gleiche Protokoll verwendet wurde. Laut Eckle et al. ist ab 120 Minuten
Reperfusion keine Anderung der InfarktgréBe bei lingerer Dauer der Reperfusion mehr zu erwarten
(Eckle et al., 2006), Lankford et al. beschreiben allerdings schon nach 60 Minuten eine Infarktgrofe,
welche >95% der Grofle nach 24 Stunden Reperfusion erreicht (Lankford et al., 2006).

4.3.2 Die Wahl des Anasthetikums

Verschiedene Anésthetika haben groBBe Unterschiede in ihrem Einfluss auf den arteriellen Blutdruck,
die Herzfrequenz und den Cardiac Index unter Narkose, weshalb sie durch verédnderte Herzarbeit und
Wandspannung natiirlich ebenfalls die InfarktgroBen in vivo beeinflussen und damit potentiell als
Confounder im verwendeten Modell agieren. Das Mittel der Wahl in open-chest Herzinfarktmodellen
ist das hier verwendete Pentobarbital (Eckle et al., 2006, 2007; Fisher and Marber, 2002; Miller and
Van Winkle, 1999). Dieses Barbiturat erzeugt keine pharmakologische Prikonditionierung im
Gegensatz zu Opiaten (wie z.B. Fentanyl (Schultz and Gross, 2001; Schultz et al., 1996)), oder
Inhalationsanésthetika (wie z.B. Isofluran (Kersten et al., 1997; Weber and Schlack, 2008)). Es wirkt
nur moderat depressiv auf Herzfrequenz und arteriellen Blutdruck (im Gegensatz zu Ketamin +
Xylazin (Janssen et al., 2004)) und lédsst sich einfach intraperitoneal injizieren. Wir dosierten
Pentobarbital streng mit 100 mg/kg Korpergewicht der Maus (s. Kap. 2.5.1). Diese Dosierung zeigte
eine sehr zufriedenstellende Wirkung: Reflexe als Zeichen fiir Wachheit waren zu keinem Zeitpunkt
nachweisbar, trotzdem konnten adéquate himodynamische Parameter aufrechterhalten werden (s. Kap.
3.1.2). Andere Arbeitsgruppen nutzten ebenfalls Dosierungen zwischen 70 mg/kg (Eckle et al., 2006;
Tarnavski et al., 2004) und 100 mg/kg (Lankford et al., 2006).

4.3.3 Ventilation des Versuchstieres

Der Siure-Basen-Haushalt und der Blut-pH des Versuchtieres haben FEinfluss auf den
Reperfusionsschaden (Cohen et al., 2008) und kdénnen so experimentelle InfarktgroBen verdndern,
wenn das Versuchstier nicht adédquat ventiliert wird. Wir etablierten deshalb mithilfe von
Blutgasanalysen ein gewichtsadaptiertes Tidalvolumen bei fester Atemfrequenz (s. Tabelle 3) und
konnten erfolgreich zeigen, dass damit normale Werte fiir arteriellen pH, pO, und pCO- nach ca. 200

Minuten Ventilationszeit gewéhrleistet waren (fiir Ergebnisse s. Kap 3.1.1). Unter reiner Raumluft
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konnte nur ein mittler arterieller pO, von 71,5 = 7,14 mmHg erreicht werden, nach Zugabe von 10%

O im Inspirationsgemisch steigerte sich dieser signifikant auf 142,47 = 32,67 mmHg.

Literaturangaben zu Ventilationsparametern mit dem verwendeten Ventilator unterscheiden sich:
Fisher und Marber nutzten 240 pl Tidalvolumen bei 105/min Atemfrequenz (2002). Degabriele et al.
ventilieren mit 120/min AF und 200-250 ul TV (Degabriele et al., 2004).

4.3.4 Einfluss der Korpertemperatur auf die Infarktgrofe

Es ist bekannt, dass die Korpertemperatur einen kritischen Einfluss auf die Infarktgréf3e hat und eine
Hypothermie bei gleicher Ischdmiezeit zu deutlich verkleinerten Infarkten fiihrt (Eckle et al., 2006).
Aus diesem Grund wurden unsere Versuchstiere wihrend des ganzen Experiments durch eine rektal
eingefiihrte Temperatursonde {iberwacht, und durch Regulation des beheizten Operationstisches wurde

eine konstante Korpertemperatur von 37°C sichergestellt.

4.3.5 Der kritische Punkt des Experiments: Auffinden der LAD und die GefaRokklusion
Der Verlauf der left anterior descending artery (LAD) auf der Oberfliche des Herzens ist nicht bei
allen Tieren identisch. Es konnte gezeigt werden, dass eine Platzierung der Ligatur direkt unterhalb
des kaudalen Endes des Herzohres den besten Kompromiss aus messbaren Effekten und Gefahr fiir
das Versuchstier darstellt (Degabriele et al., 2004), weshalb diese Hohe von uns in unseren

Experimenten angestrebt wurde. Verschiedene Verldufe der LAD haben Michael et al. in der
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Abb. 46 - Schematische Darstellung des Verlaufs der LAD in versch. Varianten

Die obere Reihe zeigt haufige Verlaufsvarianten, die untere Reihe zeigt seltenere hohe Bifurkationen, welche in
unseren Experimenten aufgrund zu kleiner AAR zum Ausschluss des entsprechenden Tieres fiihrten (Abb. aus
Michael et al., 1995).

folgenden Abb. 46 zusammengefasst:
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Fiir den Verschluss des Koronargefiles sind verschiedene Techniken vorbeschrieben (Fisher and
Marber, 2002; Lankford et al., 2006; Miller and Van Winkle, 1999), in der vorliegenden Studie wurde
ein hanging-weight-Modell genutzt (zuerst beschrieben durch Eckle et al, 2006). Diese
Okklusionstechnik ist gerade in einem Modell zur Untersuchung der ischdmischen Prakonditionierung
von entscheidendem Vorteil: Repetitive Zyklen von Ischdmie und Reperfusion konnen ohne Schliefen
und Offnen eines Knotens und ohne die damit einhergehenden Manipulationen am Herzen einfach und

zuverldssig durchgefiihrt werden.

4.3.6 Bestimmung der InfarktgroBe aus Herzschnitten

Wir nutzten eine modifizierte Version der InfarktgroBenbestimmung aus 4-5 ca. 1 mm dicken
Herzschnitten mithilfe der Doppelfarbung mit Evans Blue und Triphenyltetrazoliumchlorid, welche
weit verbreitet ist (Downey, 2000; Eckle et al., 2006, 2007; Fisher and Marber, 2002; Lankford et al.,
2006; Michael et al., 1995, 1999).

Die grobe Schnittechnik mithilfe von parallel angeordneten Rasierklingen produziert Artefakte,
weshalb wir eine Verbesserung der Auswertung an Krytomdiinnschnitten untersuchten (s. Kap.
2.10.4). Hier erbrachte die nachtrigliche Vitalfarbung mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) nach
dem Schneiden des Herzens leider nur sehr schwache Farbeergebnisse. Die anschliefend getestete
doppelte Perfusion des Herzens mit TTC und EB scheiterte an einer chemischen Reaktion der beiden
Farbstoffe unter Bildung von kleinen Kristallen, welche die Koronargefdfle thrombosieren und die
Farbung unzuverlissig machen. Es war leider nicht moglich, diese Reaktionen génzlich zu verhindern,
und so wurde die althergebrachte — wenn auch weniger sensitive — Methode zur Infarktdarstellung in
0,8 mm Schnitten gewahlt. Moglicherweise kann die Nutzung alternativer Farbstoffe hier in Zukunft

die Technik der Infarktgréfenbestimmung noch deutlich verbessern.

4.3.7 Funktionelle kardiovaskuldre Parameter

Wie bereits in Kap. 4.3.2 beschrieben haben die kardialen Funktionsparameter (mittlerer arterieller
Blutdruck (MAP), Herzfrequenz und Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit dP/dt) aufgrund ihres
Einflusses auf Herzarbeit und Wandspannung ausgesprochene Bedeutung fiir die gemessenen

InfarktgroBen in Ischdmie-/Reperfusionsexperimenten.

Der Verlauf der Herzfrequenzen wéhrend eines Experimentes zeigte keine geschlechtsspezifisch
signifikanten Unterschiede (s. Abb. 27) und einen leichten kontinuierlichen Anstieg im Verlauf des
Experiments, was am ehesten als Bedarfstachykardie unter zunehmender Sympathikusstimulation
nach Untergang von Herzmuskelgewebe und Ausbildung einer akuten Herzinsuffizienz interpretiert

werden kann.

Weibliche Wildtypen zeigten einen Trend zu durchschnittlich héheren arteriellen Blutdriicken,
welcher am letzten Messpunkt der Reperfusionsphase sogar einen signifikanten Unterschied zwischen

den Geschlechtern ergab (s. Abb. 27). Dieses Ergebnis bleibt zundchst ohne vollstdndige Erklarung
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und kann am ehesten auf eine differierende Reaktion der weiblichen Organismen unter Pentobarbital -
Narkose zuriickgefiihrt werden. Moglicherweise haben weibliche Miuse eine Neigung zu hoherer

Sympathikusaktivitit unter gleicher Pentobarbital-Dosis pro Korpergewicht.

Mainnliche Méuse zeigten hingegen durchschnittlich signifikant hohere Blutdruckanstiegs-
geschwindigkeiten (s. Abb. 28), diese sind mdglicherweise als Ausdruck fiir eine erhdhte
Kontraktilitit des linken Ventrikels zu verstehen, aber auch andere Faktoren wie eine
geschlechtsspezifisch unterschiedliche Steifigkeit der Aorta kdnnten eine Rolle spielen. Der Effekt ist
nicht auf unterschiedliches Korpergewicht zuriickfiihrbar, beide Geschlechtergruppen unterschieden

sich hier nicht signifikant.

Beide Geschlechter zeigten einen signifikanten Wiederanstieg der Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit
nach Ende der Ischidmie, was auf die postischimisch wieder einsetzende Funktion der zuvor
ischamischen Areale innerhalb der AAR zuriickzufiihren sein konnte, wo tiberlebendes Gewebe die
Kontraktion wieder aufnehmen kann. Durch ischdmische Prikonditionierung konnte ein Trend zu
einem geringeren Abfall der Kontraktilitit nach Induktion der Ischimie beobachtet werden, welcher
sich schlieBlich iiber das ganze Experiment als hoherer durchschnittlicher dP/dt fortsetzt (s. Abb. 28).
Wird das Verhiltnis des dP/dt am Ende der Reperfusionsphase zum Anfang des Experimentes
betrachtet, so zeigen prakonditionierte Wildtypen durchschnittlich eine Steigerung im Vergleich zum
Ausgangspunkt um das 1,074 £ 0,11-fache und damit eine signifikante Zunahme im Vergleich zur
Kontrollgruppe, deren Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit im Vergleich zum Ausgangspunkt um das
0,953 £0,1 fache sinkt (p = 0,03). Dies kann als indirekter Beweis fiir den kardioprotektiven Effekt der
IPC gesehen werden, welche durch die Reduktion der InfarktgroBe eine im Vergleich zur Kontrolle

vermehrte Kontraktilitdtsreserve gegen Ende des Versuches erreicht.

Die hdmodynamischen Parameter entsprachen durchschnittlich den Literaturwerten fiir eine

Pentobarbital-Narkose (Janssen et al., 2004; Redel et al., 2008).

Eine Schwiche der vorliegenden Studie ist sicherlich, dass die Gruppen fiir Himodynamik- und
InfarktgroBenmessungen streng voneinander getrennt wurden. So ist es nicht mdglich, Infarktgrofen
mit hdmodynamischen Daten direkt zu korrelieren, was die Aussagekraft noch einmal erhoht hétte.
Auch wurden keine hdmodynamischen Messungen an CD73”-Tieren durchgefiihrt, weshalb diese
Parameter als weiterer Hinweis fiir die erhaltene Prdkonditionierbarkeit dieser Méuse nicht zur

Verfligung stehen.

Trotzdem wurde dieser Schritt so gewdhlt, weil die Erweiterung des Versuchsprotokolls um die
Anlage des Katheters fiir die Infarktversuche eine zusétzliche Belastung fiir das Versuchstier und
weitere Einfliisse auf die resultierenden InfarktgroBen bedeutet hitte. Diese stellten sich bei
Operationskomplikationen (Blutungen etc.) sehr variabel dar, weshalb ohnehin bereits

Ausschlusskriterien fiir solche Fille deklariert werden mussten. Die gleichzeitige Durchfiihrung von
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Infarkten und hdmodynamischen Messungen hitte — so zeigte sich bereits in Vorversuchen — die

Streuung zu sehr verbreitert, so dass bewusst darauf verzichtet wurde.

4.3.8 Elektrokardiographie

Eine adidquate Kontrolle des GefaBBverschlusses ist unumgénglich, nachdem die Gewichte Zug auf die
Ligatur gebracht haben, um die Induktion der myokardialen Ischdmie zu verifizieren. Das EKG eignet
sich in der Maus in der von uns genutzten Weise hervorragend fiir diesen Zweck und ist auch bereits
in zahlreichen Studien dafiir verwendet worden (u.a. Eckle et al., 2006; Redel et al., 2008). Wie in
Kapitel 3.1.3 gezeigt wurde, konnten die vom Menschen bekannten zeitlichen EKG-Verdnderungen
im Rahmen eines akuten koronaren Gefaf3verschlusses an der Maus im Detail nachvollzogen werden:
Es kommt zundchst zur Ausbildung eines Erstickungs-T, woraufhin die ST-Hebung beginnt und fiir
die gesamte Dauer der Ischdmie anhilt. Nach Reperfusion geht sie schlieBlich zuriick, und es bilden
sich T-Negativierungen und Q-Zacken aus. Auf diese Weise erlaubt das EKG eine zeitlich

hochauflosende Darstellung der elektrischen Herztétigkeit.

4.3.9 Der Einfluss des Geschlechts auf I/R-Schaden und IPC

Wohlbekannt ist der anscheinend genetisch bedingte Vorteil des weiblichen Geschlechts bei der
Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen (Mendelsohn and Karas, 1999; Rossouw, 2002). Auch in
Tierstudien (Bae and Zhang, 2005; Cavasin et al., 2004; Wang et al., 2006) und klinischen Studien
(Guerra et al., 1999) konnte eine vergleichsweise grofere Resistenz des weiblichen Geschlechts
gegeniiber I/R-Schaden nachgewiesen werden. Da die IPC als Trigger einen I/R-Schaden verwendet,
haben wir in unserer Studie auch den Einfluss des Geschlechts auf die Effektivitat der

Kardioprotektion durch IPC untersucht.

Wiahrend Song et al. (2003) durch 2 x 2 Minuten IPC-Stimuli keine Kardioprotektion bei Weibchen
hervorrufen konnten und jiingere weibliche Tiere durch 1 x 3 Minuten nicht prakonditioniert werden
konnten (Turcato et al., 2006), scheinen andere Versuchsbedingungen (v.a. eine intensivere
Stimulation) auch bei weiblichen Tieren zur Prikonditionierung fithren zu konnen (Eckle et al., 2007,
Humphreys et al., 1999; Lee et al., 2000). Auch in den hier beschriebenen Experimenten (4 x 5
Minuten IPC-Trigger) konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem IPC-Effekt in médnnlichen
und weiblichen Miusen festgestellt werden (s. Ergebnisse, Kap. 3.2.2). Diese Beobachtung lésst
vermuten, dass die Schwelle zur Auslosung der IPC bei weiblichen Tieren aufgrund ihrer endogenen
Protektion gegen I/R-Schaden hoher liegt, weshalb eine stirkere Stimulation in der Triggerphase

vonnoten ist. Diese kann durch 4 x 5 Minuten I/R sicher gewéhrleistet werden (s. auch Kap. 4.3.1.1).

Es lieBen sich in unseren Versuchen weiterhin statistisch nicht signifikante Trends zu niedrigeren
InfarktgroBen in den weiblichen Gruppen und einer niedrigeren InfarktgroBenreduktion durch IPC bei
weiblichen Tieren beobachten. Diese sind moglicherweise ebenfalls Ausdruck der endogenen

Protektion des weiblichen Organismus.
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4.4 Schlussfolgerung und Kritik

In der vorliegenden Studie wurde zur Uberpriifung der Bedeutung der extrazelluliren Adenosin-
bildung durch die CD73 fiir die ischdmische Prikonditionierung zunéchst ein detailliertes in vivo
Modell des ischdmischen Myokardinfarkts in der Maus etabliert und in Bezug auf zahlreiche
Einflussfaktoren auf moglichst hohe Reliabilitdt und Validitét optimiert. Dann wurden mithilfe dieses
Modells Wildtypen und CD73-Knockout-Tiere in Kontroll- und IPC-Gruppen untersucht, und es
konnte dabei sowohl im Wildtyp als auch in der CD73""-Maus eine starke Kardioprotektion durch IPC

induziert werden.

In den Kontext des bisherigen Wissens um den kardialen Adenosinhaushalt ist dieses Ergebnis sehr
gut einzuordnen, denn es zeigten sich auch in der ausfiihrlichen Diskussion keine eindeutigen
mechanistischen Hinweise fiir eine Schliisselrolle der CD73: Weder die Zusammenschau der Daten
zur Quantitit ihrer Adenosinproduktion, noch zu ihren regulatorischen Einfliissen auf das zelluldre
Immunsystem und die endotheliale Barriere legen eine besondere Relevanz der CD73 fiir die
ischdmische Prékonditionierung nahe. Das Enzym wird im Herzen vergleichsweise gering exprimiert,
residente Leukozyten tragen kaum CD73, es ist im Interstitum und auf Kardiomyozyten in
Rezeptorndhe nicht vorhanden und sein Anteil an der gesamten Adenosinproduktion tritt

wahrscheinlich deutlich hinter die intrazelluldre Bildung unter Ischdmie zuriick.

Damit bestitigen die in der vorliegenden Studie prisentierten Ergebnisse die bisherigen Ansichten zu
den Mechanismen der IPC. Es ist anzunehmen, dass die fiir die [PC relevanten Signalkaskaden durch
Rezeptorbindung von intrazelluldr gebildetem Adenosin angestoen werden, welches wihrend
Ischdmie in hohem Mafe in den Extrazelluldrrraum freigesetzt wird. Die CD73 libernimmt zwar auch
im Herzen eine immunregulatorische, antiinflammatorische Rolle, iibt diese aber aufgrund ihrer

Lokalisation und ihrer zeitlichen Dynamik nicht im Zeitfenster des early phase preconditioning aus.

Damit ist die Arbeitshypothese bestétigt: Die extrazellulire Adenosinbildung durch die CD73 ist fiir

das early phase preconditioning nicht von Bedeutung.

Leider ist das ganze Feld der Kardioprotektionsforschung noch sehr von widerspriichlichen
Ergebnissen durchzogen, welche einen sinnvollen Uberblick zum jetzigen Zeitpunkt schwierig
machen. Hoch interessante Funde, wie die Ischdmiezeitabhdngigkeit der A>sR-Bedeutung fiir die IPC
(Methner and Krieg, 2011), deuten auf bisher unbekannte Modulatoren hin, die das ganze System viel

komplizierter machen kdnnten, als wir heute denken.

Die verschiedenen Befunde in diesem Feld verlangen eine kritische Interpretation vermeintlich
aufsehenerregender neuer Erkenntnisse. Anscheinend sind unsere Versuchsmodelle noch nicht
objektiv genug vergleichbar, um diese Erkenntnisse problemlos von einem Labor auf das néchste
iibertragen zu konnen. Auflerdem zeigt sich gerade in komplizierten in vivo Modellen eine Vielzahl an

Einflussfaktoren, welche bisher nicht alle kontrolliert werden kénnen.
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4.5 Translation der Kardioprotektion in den klinischen Alltaqg

Die Aufklarung der molekularen Mechanismen der IPC ist fiir das klinische Setting heute sicherlich
wertvoller als das Phinomen selbst, welches in seiner urspriinglich entdeckten Anwendung nur an
ausgewdhlten Stellen sinnvoll einsetzbar ist (Herzchirurgie, PCI), weil der Trigger nur bei geplanten
Ischdmien angewandt werden kann. Aber seine Erforschung hat uns tiefe Einblicke in die zugrunde
liegenden molekularen Zusammenhinge ermdglicht und mit der Postkonditionierung und dem Remote
Preconditioning sogar Anwendungen gefunden, welche am Patienten mit AMI durchfiihrbar sind. Die
Grundlage fiir die Nutzbarmachung der Kardioprotektion ist also gelegt. Doch warum dauert die

Translation in den klinischen Alltag trotzdem so lange?

Die medikamentdse Kardioprotektion hat sich in der Vergangenheit schwieriger dargestellt als
erwartet, und bis heute gibt es kein zugelassenes Medikament, um Herzgewebe im Ischamiefall vor
dem Untergang zu bewahren (Downey and Cohen, 2009). Experimentelle Ergebnisse zu Adenosin
sind widerspriichlich (Budde et al., 2000; Goto et al., 1991; Norton et al., 1991; Pitarys et al., 1991;
Vander Heide and Reimer, 1996; Velasco et al.,, 1991; Xu et al., 2001), ebenso ist die Lage in
klinischen Studien (Fokkema et al., 2009; Kloner et al., 2006; Mahaffey et al., 1999; Marzilli et al.,
2000; Ross et al., 2005): Wahrscheinlich ist die geringe Halbwertszeit fiir die schlechten Ergebnisse

verantwortlich.

Adenosinagonisten (Thornton et al., 1992) und zahlreiche andere Substanzen haben in Tier- und
Humanstudien bessere Ergebnisse gezeigt, sind aber bei der Translation auf den Menschen aus
unterschiedlichen Griinden gescheitert (Kloner and Schwartz Longacre, 2011). Cyclosporin ist das
bisher vielversprechendste Medikament fiir die adjuvante Therapie des AMI, zusétzlich ist es gut
verfiigbar und kostengiinstig und bietet dadurch viele wiinschenswerte Eigenschaften, die hoffentlich

seinen Einsatz auflerhalb von Studien ermoglichen konnten.

Neben der Pharmakotherapie werden aktuell vor allem PostCon- und rIPC-Protokolle untersucht — und
dies mit groBem Erfolg (Betker et al., 2010; Lenborg et al., 2010). Beide sind einfach und
kostengiinstig anwendbar und haben kaum Nebenwirkungen, zeigen aber auch am menschlichen
Herzen herausragende infarktmindernde Effekte. Ihr Einsatz erfordert zwar noch Untersuchungen in
groBen klinischen Studien, bietet aber wahrscheinlich die grofiten Hoffnungen fiir eine baldige

klinische Nutzung der Kardioprotektion.
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Tabelle 5 - Adenosinrezeptoren und Funktionen (modifiziert nach Fredholm et al., 2011)

Rezeptor Effekt Referenz
A1 Tubuloglomeruldres Feedback Brown et al., 2001; Sun et al., 2001
Hemmung der Lipolyse Johansson et al., 2008
Vasokonstriktion Tawfik et al, 2005; Wang et al., 2010
Hemmung der Johansson et al., 2001
Neurotransmitterausschiittung
Hemmung der Insulin- Johansson et al., 2007a
/Glukagonfreisetzung
Reduktion der Herzfrequenz Yang et al., 2007
Osteoklastenaktivierung Kara et al., 2010a,b
Schlaf Stenberg et al., 2003; Oishi et al., 2008
Verhinderung von Epilepsie Fedele et al., 2006; Li et al., 2007; Kochanek et al.,
2006
Analgesie Johansson et al., 2001; Wu et al., 2005
Prakonditionierung Schulte et al., 2004; Lankford et al., 2006
Hypoxietoleranz
Akupunktur
Bronchokonstriktion
A2a Wachheit, Bewegung Ledent et al., 1997; El Yacoubi et al., 2000; Chen et al.,
2000; Huang et al., 2005
Neurodegeneration (inkl. M. Parkinson Chen et al., 1999, 2001b, 2007
und M. Alzheimer)
Immunsuppression Ohta and Sitkovsky, 2001; Lappas et al., 2005; Ohta et
al., 2007
Vasodilatation Ledent et al., 1997
Koronare Vasodilatation Morrison et al., 2002
Hemmung der Ledent et al., 1997
Thrombozytenaggregation
Angiogenese Montesinos et al., 2002
Az Vaskulare Integritat Yang et al., 2006, 2008
Prakonditionierung Eckle et al., 2007
As Mastzell-Aktivierung Salvatore et al., 2000; Tilley et al., 2000

Bronchokonstriktion
Entziindungsschmerz
Chemotaxis

Hua et al., 2008
Wu et al., 2002
Chen et al., 2006
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