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Zusammenfassung

Myokardiale Ischamie induziert einen raschen ATP- und Nukleotidabbau und
einen rapiden Anstieg der intrazellularen Adenosinkonzentration. Nach Frei-
setzung in den extrazellularen Raum wirkt Adenosin dann als wesentlicher
Mediator der ischamischen Prakonditionierung (IPC). Uberraschenderweise
wurde in CD737-Mausen, in denen vor allem die extrazellulare Adenosin-
Bildung aus AMP eingeschrankt ist, in vivo ein Verlust der Kardioprotektion
durch IPC beobachtet (Eckle u. a. 2007). Offen blieb, Uber welchen
Mechanismus die Ekto-5-Nukleotidase IPC beeinflussen kann. Um zu
untersuchen, ob die CD73-abhangige Adenosin-Bildung primar einen
Einfluss auf die myokardiale Prakonditionierung hat, wurden salin
perfundierte, isolierte Herzen von CD737- und WT-C57BL/6 M&usen einem
IPC-Protokoll (3 x5 min Ischamie/ Reperfusion) gefolgt von globaler
Ischamie (20 min) und 90 min Reperfusion unterzogen. Der WT zeigte eine
InfarktgrofRe von 46 + 6,3 % des Risikoareals, die durch IPC auf 26,8 + 4,7 %
vermindert wurde (p<0,05, je n=7). Auch in der CD73"-Gruppe fiihrte IPC zu
einer signifikant reduzierten Infarktgrofle (56,1 +7,6 % vs. 25,6 £4,7 %,
p<0,05, je n=7). Trotz kleinerem Infarkt zeigten beide Gruppen keine
entsprechend verbesserte kontraktile Funktion in Reperfusion im Vergleich
zur nicht prakonditionierten Kontrolle. Die koronarvendsen Adenosin-
Konzentrationen unterschieden sich unmittelbar nach jedem IPC-Zyklus nicht
zwischen WT- und CD73”-Herzen (1,6+0,7 bzw. 2,2+0,6uM).
Pharmakologische Prakonditionierung (3 x 2,5 yM Adenosin fir je 5 min)
reduzierte die InfarktgroRe im gleichen MaRe wie IPC in WT-Herzen
(34 £5,5 vs. 37,6 + 9,7 %, je n=6), bei einer Infarktgrofle von 58 + 12 % in
der Kontrollgruppe. Die Daten lassen darauf schlie®en, dass am salin
perfundierten Mauseherzen die durch IPC ausgeloste Adenosin-Freisetzung
aus dem intrazellularen Raum ausreichend ist, um das volle Ausmal} der
beobachteten Prakonditionierung zu erklaren. Die extrazellulare Adenosin-
Bildung durch CD73 spielt hier fur die IPC keine wesentliche Rolle. Die
Bedeutung der CD73 fiur die IPC in vivo dirfte daher nicht in der
extrazellularen Adenosin-Bildung mit direkter Wirkung auf Kardiomyozyten
liegen, sondern eher im Bereich der Modulation der Endothelfunktion und

ggf. der Induktion antiinflammatorischer Prozesse zu vermuten sein.
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1. Einleitung

,Der Schmerz, welcher sich mehr und mehr auf der Brust
festsetzte, presste dem Gefolterten bald Stéhnen, bald lautes
Geschrei aus. ... Der Blick drickte die grasslichste Todesangst
aus. Der ganze ceiskalte Korper triefte von Schweil3, den
ungemein haufigen, schnellen und hartlichen Puls konnte man
kaum fuhlen. ... Das Rasseln in der Brust verwandelte sich in
ein lauteres Rocheln. ... Die Kalte wuchs, der Puls verlor sich

fast ganz, das Antlitz wurde aschgrau.”

So beschreibt der Leibarzt Doktor Carl Vogel den Zustand Goethes vor dessen
Tod (Vogel 1904). Aktuell vertreten Experten die Ansicht, Goethe sei an den
Folgen einer koronaren Herzerkrankung gestorben mit den, im Zitat
beschriebenen, Symptomen Angina pectoris, Lungenddem, KaltschweiRigkeit und
schlieRlich kardiogenem Schock.

Die Krankheit, der der Arzt Vogel damals macht- und mittellos gegenuberstand, ist

zur flhrenden Zivilisationskrankheit in den heutigen Industrienationen geworden.

1.1 Koronare Herzkrankheit

1.1.1 Definition

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist die Manifestation der Atherosklerose an den
Koronararterien (PAGE u. a. 1970). Als ein multifaktoriell bedingter chronischer
Prozess fuhrt sie zur Myokardischamie und kann sich klinisch als Angina pectoris,
Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérung oder plétzlicher Herztod
manifestieren oder aber auch klinisch stumm verlaufen (Grand u. a. 1990; Boland
und De Landsheere 1979).

1.1.2 Prévalenz, Mortalitat und wirtschaftliche Bedeutung der KHK

Die Lebenzeitpravalenz der KHK in der Altersgruppe von 40 bis 79 Jahren liegt in
Deutschland bei 9,3 %. Manner haben altersunabhangig ein fast doppelt so hohes
Risiko zu erkranken als Frauen (12,3 % vs. 6,4 %) (GoRwald u. a. 2013).



In Deutschland starben im Jahr 2011 mehr als 340.000 Menschen an
Erkrankungen des Herz- und Kreislaufsystems nach Kapitel IX des ICD 10, dies
entspricht 40,1 % aller Todesfalle. Davon entfielen 37,1 % auf die Folgen einer
ischamischen Herzkrankheit (Statistisches Bundesamt  2012). Die
volkswirtschaftliche Bedeutung der koronaren Herzkrankheit ist immens. Die
Kosten, die unmittelbar durch die medizinische Heilbehandlung von Krankheiten
des Herz-Kreislaufsystems, sowie Rehabilitations- und PflegemalRnahmen
entstehen, beliefen sich im Jahre 2008 auf 36,9 Milliarden Euro, 14,5 % aller
entstandenen Krankheitskosten. Davon entfielen 6,2 Milliarden Euro auf die

Behandlung der ischamischen Herzkrankheit (Statistisches Bundesamt 2010)
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Abb. 1.1: Mortalitat der KHK und des akuten Myokardinfarktes
Entwicklung der Mortalitdt der chronisch ischamischen Herzkrankheit (oben) und des
akuten Herzinfarktes (unten) in Deutschland von 1990 bis 2006 (Léwel H. 2006)



In den letzten Jahren kann ein Ruckgang der Mortalitat der chronisch
ischamischen Herzkrankheiten und des akuten Myokardinfarktes verzeichnet
werden (Abb.1.1). Dies ist wahrscheinlich auf die Weiterentwicklung von
Diagnostik und Therapie zurlckzufuhren, die eine Diagnosestellung und
Behandlung in immer frUheren Stadien der Erkrankung ermoéglichen (Ford u. a.
2007). Insbesondere der interventionellen Reperfusionstherapie mit Stent-
implantation kommt hier eine flihrende Rolle zu (Léwel H. u. a. 2006). Die
wachsende Kenntnis Uber den myokardialen Stoffwechsel und die molekularen
Mechanismen der Herzmuskelschadigung wahrend eines Herzinfarktes, aber auch
Uber Mechanismen der Herzprotektion wahrend einer Ischamie, eroffnen weitere

therapeutische Maoglichkeiten.

1.1.3 Pathogenese

Bei der koronaren Herzkrankheit, Synonym ,Ischamische Herzkrankheit®, kommt
es zu einem Sauerstoffmangel infolge unangemessener Durchblutung des
Myokards, welche ein Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot und -bedarf
zunachst unter Belastung, spater auch in Ruhe, nach sich zieht (Selwyn und
Braunwald 2005). Die Hauptursache fiur die Entstehung einer primaren
Myokardischamie ist ein gefallverengender Prozess in den extra- und
intramuralen Herzkranzgefalien. Eine sekundare, funktionelle Koronarinsuffizienz
kann durch geringen Sauerstoffgehalt des Blutes zum Beispiel bei Anamie,
Hypoxamie oder Methamoglobinamie entstehen (Thygesen u. a. 2012). Auch ein
unzureichender Perfusionsdruck in den Koronararterien im Rahmen eines
Schockgeschehens, eine durch Koronarspasmen bedingte koronare Minder-
perfusion (Prinzmetal-Angina), ein erhdhter Durchblutungsbedarf ohne
vorliegende GefalRveranderung infolge vermehrter Herzarbeit (z. B. durch ein
Uberangebot an Katecholaminen oder Schilddriisenhormonen), Herzmuskel-
hypertrophie, Herzklappenfehler oder arterielle Hypertonie stellen weitere
Situationen dar, unter denen es zu einer relativen Unterversorgung des Herz-
muskelgewebes mit Sauerstoff kommen kann (Selwyn und Braunwald 2005). Die
stenosierenden Prozesse werden hauptsachlich durch die Arteriosklerose in den
Koronararterien, die sogenannte Koronarsklerose, hervorgerufen. Sie manifestiert
sich haufig in den abgangsnahen Anteilen der drei gro3en Koronararterien.



1.1.4 Definition und Atiologie der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine fortschreitende entzundliche Erkrankung (Ross 1999),
die gepragt ist von einer herdférmigen Ansammlung von Lipiden und
Bindegewebe in der Intima arterieller Gefalle mit progredienter Einengung des
Lumens (Lusis 2000). Die Ursachen der Atherosklerose lassen sich auf einige
Hauptrisikofaktoren reduzieren. Diese koénnen unterteilt werden in nicht-
modifizierbare  Risikofaktoren wie Alter, Geschlecht und genetische
Veranlagungen und modifizierbare Risikofaktoren. Zu Letzteren gehéren erhdhte
Werte von Plasmacholesterin, Triglyceriden und Homocystein, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas, Nikotinabusus, Hyperkoagulabilitat,
korperliche Inaktivitdt und Stress. Lipidstoffwechselstérungen, Bluthochdruck,
Diabetes mellitus und Nikotinabusus werden als Risikofaktoren erster Ordnung
zusammengefasst. Kombinationen dieser Pradispositionen konnen sich additiv auf
das Gesamtrisiko auswirken. Die Ubrigen Faktoren wie Adipositas, Homocystein,
erhdohte Spiegel an Triglyceriden und andere werden als Risikofaktoren zweiter
Ordnung bezeichnet (Stamler 1975; Barrett-Connor 1985; D’Agostino u. a. 2000;
Grundy u. a. 1998; Elisaf 2001). Neben weiteren Risikofaktoren wird unter
anderem auch eine Forderung der Koronarsklerose durch chronische Infektionen
vermutet (Siscovick u. a. 2000; Wierzbicki und Hagmeyer 2000). Einen
umfassenden Uberblick zur Klassifikation und Stratifizierung von kardiovaskuléaren
Risikofaktoren gibt die Leitlinie zur Pravention von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
der Europaischen Gesellschaft fur Kardiologie aus dem Jahr 2012 (Perk u. a.
2012).

Anerkannte Hypothesen zur Entstehung der Atherosklerose gehen davon aus,
dass es sich um eine Reaktion auf eine Endothelverletzung handelt, bei der unter
anderem Endothelzellen, Makrophagen, Leukozyten, glatte Muskelzellen und
Thrombozyten eine besondere Rolle spielen. Eine vermehrte Wandspannung bei
arterieller Hypertonie, erhdhte Spiegel an radikalen Sauerstoffspezies (ROS) bei
Nikotinkonsum oder cholesterinreiche Lipoproteine koénnen das Endothel
schadigen und inflammatorische Reaktionen auslosen. Erhdhte
Blutglucosespiegel bei Diabetes mellitus fihren zur Bildung von sogenannten
,<advanced glycosylation end-products® (AGE’s). Die so veranderten Proteine

verlieren nicht nur ihre Funktion sondern fordern ihrerseits nun auch die Oxidation



weiterer Proteine und Lipide (Kostner 2003; Lusis 2000; Libby 2002). An den
Stellen geschadigten Endothels konnen LDL und oxidierte oder glykosylierte
Proteine in die Intima der GefalRwand eindringen und akkumulieren. Das Endothel
exprimiert Oberflachenmolekule wie intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1),
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) und endothelial cell leukocyte
adhesion molecule 1 (ELAM-1) und erméglicht so den Ubertritt von weiteren
Immunzellen in die geschadigte GefalRwand (Amberger u. a. 1997). Die
intramurale Ansammlung von Cholesterin und Lipiden flhrt zur Aktivierung von
Monozyten/ Makrophagen und nach Phagozytose zur Bildung von Schaumzellen.
Die chronische Aktivierung von Schaumzellen induziert Apoptose bzw. Nekrose
und schlieBlich die Freisetzung und Ablagerung von Cholesterin, das mit Calcium
unlésliche Komplexe bildet. Die resultierende Verdickung der Intima flhrt zu einer
progredienten Lumeneinengung des betroffenen Gefalkabschnittes (Bui, Prempeh
und Wilensky 2009).

1.1.5 Komplikationen

In einem gesunden koronaren Gefallsystem kann der Blutfluss bei vermehrter
Herzarbeit um das Vier- bis Funffache gesteigert werden, sodass die
Sauerstoffversorgung auch unter erheblicher Belastung gesichert st
(,Koronarreserve®). Eine signifikante Einengung eines koronaren Gefalles bewirkt
im Verlauf eine Dilatation stromabwarts der Stenose, um den koronaren Blutfluss
bereits in Ruhe aufrechtzuerhalten. Die Folge ist eine Limitierung der
belastungsadaquaten Zunahme der Durchblutung bei vermehrter Herzarbeit und
die Entstehung eines Missverhaltnisses von Sauerstoffangebot und
Sauerstoffbedarf initial bei Belastung (Libby 2001). Klinisch aufert sich diese

reversible Myokardischamie als Angina-pectoris-Symptomatik (Grundy u. a. 1998).

Der Prozess aus Inflammation, Proliferation und Migration fUhrt zu einem
typischen histologischen Aufbau atherosklerotischer Plaques. Im Zentrum liegt ein
Kern aus nekrotischen Schaumzellen und Komplexen aus freigesetztem
Cholesterin und Kalzium, bedeckt von einer fibrosen Kappe (Zoccali und Seck
2010). Im Rahmen der fortschreitenden Entziindungsreaktion setzen aktivierte
Makrophagen und T-Lymphozyten pro-inflammatorische Botenstoffe und

proteolytische Enzyme frei. Diese schwachen die fibrose Kappe und kénnen



weitere Immunzellen im Kern der Ablagerung aktivieren (Hansson 2005). Die
stabile Plaque wird so vulnerabel. Bei einer Ruptur der fibrosen Kappe fuhrt die
Aktivierung des Gerinnungssystems an der nun freiliegenden hoch thrombogenen
Oberflache zum plétzlichen thrombotischen Verschluss des Restlumens. Weiter
distal gelegene Gefallabschnitte konnen von abgegangenen Plaque- oder
Thrombusanteilen embolisiert und so verschlossen werden (Finn u. a. 2010).
Dieser Prozess der plétzlichen totalen Ischamie eines Myokardbezirks manifestiert

sich klinisch als akutes Koronarsyndrom.

1.2 Ischamische Prakonditionierung am Herzen

1.2.1 Grundlagen der ischdmischen Prékonditionierung

Der Begriff ,ischamische Prakonditionierung” wurde erstmals 1986 von Murry et.
al. gepragt. Bei narkotisierten Hunden wurden 4 jeweils 5 Minuten anhaltende
regionale myokardiale Ischamien erzeugt, gefolgt von jeweils 5 Minuten
Reperfusion. An diese Abfolge schloss sich eine weitere Ischamiephase von 40
Minuten Dauer an. Es konnte beobachtet werden, dass diese kurzen repetitiven
Ischamien die Toleranz des Myokards gegenuber einer spateren langeren
Ischamie deutlich verbesserten im Vergleich zu Herzmuskelarealen, die vorher
keinen Ischamiezyklen ausgesetzt waren. Das Areal abgestorbenen
Herzmuskelgewebes wurde in diesem Experiment von 30 % auf nur noch 7 %
reduziert (Murry, Jennings und Reimer 1986). Diese Beobachtung konnte seitdem
in vergleichbarer Auspragung auch bei Ratten, Kaninchen, Schweinen und
anderen Spezies experimentell bestatigt werden (Hagar, Hale und Kloner 1991;
Liu u. a. 1991a; Schott u. a. 1990). Die durch ischamische Prakonditionierung
induzierten protektiven Mechanismen scheinen relativ kurzlebig zu sein. Nach
einem Intervall von mehr als 4 Stunden zwischen den kurzen Ischamiephasen und
der langeren Indexischamie konnte kein wie oben beschriebener Effekt mehr
beobachtet werden (Yang, Cohen und Downey 2010).

Auch eine so genannte zweite Phase oder verzigerte Phase der
Prakonditionierung wurde beschrieben. Die protektiven Effekte treten demnach
nach einem Intervall von mehr als 24 Stunden nach der Triggerphase mit
wiederholten kurzen Ischamien wieder in Erscheinung (Zhao, Hines und Kukreja

2001). Als Ursache wird eine veranderte Proteinexpression diskutiert (Nayeem,



Matherne und Mustafa 2003). Trotz einer Vielzahl experimenteller und klinischer
Studien sind die genauen molekularen Mechanismen der Prakonditionierung
weiterhin unklar. Die weiteren Ausfihrungen beschranken sich auf die erste Phase

der Gewebeprotektion, die klassische ischamische Prakonditionierung.

1.2.2 Klinische Relevanz der ischédmischen Prékonditionierung

Bis heute ist die ischamische Prakonditionierung die potenteste bekannte gewebe-
protektive Intervention und dient als Ansatz fir die Entwicklung spezifischer
therapeutischer Strategien (Vander Heide 2011). Protektive Effekte der IPC
konnten in Untersuchungen an humanen myokardialen Zellkulturen nachgewiesen
werden (Ishihara u. a. 1997). Untersuchungen unter kontrollierten Bedingungen im
Rahmen von Herzoperationen (Jenkins u. a. 1997) und perkutanen Katheter-
interventionen (Cribier u. a. 1992; Deutsch u. a. 1990) konnten auch eine klinische
Bedeutung der Herzmuskelprotektion durch IPC nachweisen.
Molekularbiologische Experimente konnten bestatigen, dass beim Menschen
Signalwege eine Rolle spielen, die bereits zuvor im Tierversuch beschrieben
wurden (Leesar u. a. 1997; Speechly-Dick, Grover und Yellon 1995). Wie weiter
oben bereits ausgefuhrt, resultiert die koronare Herzkrankheit in einer
Koronarinsuffizienz mit unter Belastung auftretenden Myokardischamien. Auch
diese repetitiven, reversiblen Ischamien, die als stabile oder instabile Angina
pectoris auftreten, kdnnen prakonditionierend wirken (Kloner u. a. 1995). Dies gilt
vor allem fur Anfalle kurz vor einem Herzinfarkt. Hier konnten in retrospektiven
Studien eine geringere InfarkigroRe, erhdhte Langzeitiberlebensraten, sowie
weniger Komplikationen wie Herzinsuffizienz, kardiogener Schock oder
Arrhythmien, beobachtet werden (Ottani u. a. 1995; Kloner, Shook u. a. 1998;
Ishihara u. a. 1997). Die weitere Forschung muss nun auf die Entwicklung
pharmakologischer Substanzen abzielen, mit denen auch nach Eintritt einer
Myokardischamie die InfarktgroBe und das Uberleben signifikant verbessert
werden kénnen. Dazu ist ein tieferes Verstandnis der Signalwege, die im Rahmen

der IPC die Protektion vermitteln, essentiell.

1.2.3 Koérpereigene Mediatoren der ischdmischen Prékonditionierung
Unter Sauerstoffmangelbedingungen wird ATP im Herzmuskel schnell unter

anderem zu Adenosin abgebaut (s. u.). Schon frih wurde vermutet, dass



Adenosin auch auf Grund seiner erheblichen Akkumulation in ischamischen
Arealen mit fur die protektiven Effekte der Prakonditionierung verantwortlich sein
konnte (Ely u. a. 1992; Babbitt, Virmani und Forman 1989; Li u. a. 1990; Toombs
u. a. 1992). Untersuchungen unter Einsatz von Adenosin-Antagonisten wie PD-
115199 oder 8-(p-sulfophenyl) Theophyllin einerseits und gezielten Adenosin-
infusionen andererseits unterstutzen diese Hypothese (Liu u. a. 1991). Allerdings
ist Adenosin nicht der einzige Metabolit, der unter hypoxischen und ischamischen
Bedingungen akkumuliert und Gewebe schitzende Kaskaden initiiert. Unter
anderem konnte gezeigt werden, dass auch Bradykinin (Goto u. a. 1995; Wall,
Sheehy und Hartman 1994), endogene und exogene Opioide (Miki, Cohen und
Downey 1998) sowie reaktive Sauerstoffspezies (Baines, Goto und Downey 1997)
protektive Effekte ahnlich dem Adenosin hervorrufen kénnen. Es wird vermutet,
dass diese Stoffe rezeptorvermittelt auf wahrscheinlich einige wenige Signalwege
konvergieren, die schlieRlich die entscheidenden Effekte vermitteln. Downey et. al.
vertreten die Ansicht, dass jede Substanz fir sich allein genommen zwar in der
Lage ware, protektive Effekte zu vermitteln, in vivo aber wahrscheinlich die
tatsachlich vorhandenen Konzentrationen der Einzelsubstanzen zu gering waren
(Downey, Davis und Cohen 2007). Das heift, die Effekte von Adenosin,
Bradykinin, Opioiden und ROS addieren sich, so dass insgesamt der
Schwellenwert zur Auslosung der protektiven Kaskade erniedrigt wird. Diese
Redundanz stellt effektive Sicherheitsreserven fur die Kardioprotektion wahrend

Ischamien sicher.

1.2.4 Signalkaskaden und molekulare Mechanismen der IPC

Weiterfihrende Experimente konnten zeigen, dass die protektiven Effekte der
oben genannten Metabolite durch die Blockierung der PKC aufgehoben werden
kénnen und implizieren somit eine zentrale Rolle der PKC (Li und Kloner 1995;
Liu, Ytrehus und Downey 1994; Mitchell u. a. 1995; Speechly-Dick, Mocanu und
Yellon 1994). Die oben genannten klassischen Substanzen zur Triggerung der
ischamischen Prakonditionierung, namentlich Adenosin, Bradykinin und endogene
Opioide, Ubermitteln ihre Signale nach intrazellular Gber an G-Proteine gekoppelte
inhibitorische Rezeptoren mit sieben Transmembrandomanen (Downey, Davis und
Cohen 2007). Nach Aktivierung des Rezeptors wird das G-Protein in eine alpha

und ein beta-gamma Untereinheit gespalten. Beide Spaltprodukte kdnnen die



Phopholipase C aktivieren. Eine Stimulation der Phospholipase D ist ebenfalls
moglich. PLC spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat der Zellmembran zu
Inositoltrisphosphat und Diacylglycerin. DAG vermittelt die Translokation von PKC
aus dem Zytosol, wo es in inaktiver Form vorliegt, in die Zellmembran und damit
seine Aktivierung (Ardehali 2006). In einem alternativen Weg spaltet die PLD
Phosphatidylcholin der Zellmembran zu Cholin und Phosphatsaure, aus der
wiederum DAG synthetisiert wird. Wahrend die PLC sehr schnell DAG bereitstellt,
verlauft der PLD-Weg zwar langsamer, aber langer anhaltend (Headrick, Hack und
Ashton 2003).

Im Folgenden wurden weitere bekannte Aktivatoren der PKC auf ihr protektives
Potential untersucht. Stimulation von alpha-1-adrenergen Rezeptoren (Banerjee u.
a. 1993), Angiotensin-1-Rezeptor (Liu u. a. 1995) und Endothelin-Rezeptoren
(Wang u. a. 1996) zeigten eine vergleichbare Reduktion der Infarktgrofie wie IPC
selbst. Auch kunstliche PKC-Aktivatoren wie Phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) und DAG 1-oleoyl-2acetyl-sn-glyceryl zeigten protektive Effekte wahrend
Inhibitoren der PKC wie Polymyxin B und Chelerythrine diese aufhoben (Cohen,
Baines und Downey 2000). Diese Untersuchungen unterstreichen die zentrale
Stellung von PKC im Rahmen der ischamischen Prakonditionierung (Abb. 1.2). Ein
wesentliches Element der Aktivierung von PKC scheint dessen Translokation aus
dem Zytoplasma in die Zellmembran zu sein. Dieser Ortswechsel kann auch die
notwendige Latenz zwischen den kurzen Ischamiezyklen und der folgenden
langeren Indexischamie erklaren. Es wurde beobachtet, dass die Inhibierung von
PKC nur wahrend der kurzen Ischamiephasen keinen Einfluss auf die
Infarktflachenreduktion hat. Im Gegensatz dazu, konnte eine Inhibierung der
Proteinkinase unmittelbar vor und wahrend der Indexischamie die Kardioprotektion
wirksam verhindern. Diese Interpretation wird , Translokationshypothese® genannt

(Cohen, Baines und Downey 2000).

Sind die oben genannten Rezeptoren und Enzyme weithin in ihrer Bedeutung fur
die ischamische Prakonditionierung anerkannt, so ist die weitere Signalkette noch
nicht zusammenhangend verstanden. Insbesondere der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAP Kinase) scheint eine zentrale Stellung zuzukommen (Zhao,
Hines und Kukreja 2001). Welche Gruppe der MAP Kinasen, Rezeptor- oder



Stress-aktivierte, die Effekte vermittelt, kann noch nicht abschlieRend beurteilt
werden. Eine Vielzahl an redundanten Signalwegen erschwert dartber hinaus
eine sichere Interpretation der Ergebnisse. In den untersuchten Spezies Hund,
Maus, Schwein und in humanen Zellkulturen scheinen die einzelnen
Kettenfragmente verschieden bedeutsam zu sein. MAP-Kinasen scheinen einen
Einfluss auf das Zytoskelett der Zelle zu haben. Dies konnte zur erhohten
Ischamietoleranz nach Prakonditionierung mit beitragen. Es konnte gezeigt
werden, dass mittels des HSP27 die Polymerisation von Aktinfilamenten gefordert
und als Folge die mechanische Stabilitat der einzelnen Zelle gestarkt wird (Baines
u. a. 1999; Cohen, Baines und Downey 2000). Welche weiteren Veranderungen

im Genexpressionsmuster bestehen, ist Gegenstand aktueller Forschung.
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Abb. 1.2: Intrazellulare Signalwege der IPC

Schematische Darstellung vermuteter Signalwege der ischamischen
Prakonditionierung. Die Signalketten stromabwarts der PKC und die Endeffektoren
sind noch nicht gefunden. Durchgezogene Pfeile zeigen breit akzeptierte Signalwege,
unterbrochene Pfeile reprasentieren vermutete Verbindungen. AMPK: AMP-activated
protein kinase; DAG: 1,2-diacylglycerol; IP3: inositol-(1,4,5)-trisphosphate; MPTP:
mitochondrial permeability transition pore; p53: tumor suppressor protein 53; PA:
phosphatidic acid; PC: phosphatidylcholine; PDE: phosphodiesterase; PIPa:
phosphatidylinositol-(4,5)-diphosphate; PKG: cGMP-dependent protein kinase; NO:
nitric oxide; NOS: NO synthase (Headrick, Hack und Ashton 2003)

Diese Beobachtungen sind jedoch nicht geeignet den engen zeitlichen Rahmen
und die schnell einsetzenden protektiven Effekte der klassischen
Prakonditionierung zu erklaren. Experimente mit Agonisten und Antagonisten

riuckten den ATP-sensitiven Kalium-Kanal in den Fokus des weiteren Interesses
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(Cohen, Baines und Downey 2000). Dieser Kanal, besonders in der inneren
Mitochondrienwand und, weniger ausgepragt, sarkolemmal lokalisiert, wird durch
ATP inhibiert. Das heil3t, er 6ffnet sich bei fallenden ATP-Spiegeln, wie zum
Beispiel wahrend einer Ischamie. Die genaue Verbindung der MAP-Kinase uber
HSP27 und Aktinfilamente zum Kalium-Kanal ist noch nicht verstanden. Auch ein
direkter Einfluss von PKC auf die Offnung dieses Kanals wird diskutiert (Ardehali
2006; Pain u. a. 2000). Welche Effekte die Kalium-Kanaléffnung auf die Protektion
hat und welche weiteren Signalmechanismen eine mdgliche Rolle spielen, ist

Gegenstand aktueller Studien.

1.3 Adenosin in der ischamischen Prakonditionierung

1.3.1 Adenosin-Rezeptoren

Die bereits beschriebene Vielzahl an redundanten Signalwegen ermdglicht eine
Maximierung der Herzmuskelprotektion unter minimalen ischamischen
Bedingungen. Die Adenosinsignalkaskade stellt hier keine Ausnahme dar. Bis
heute wurden vier verschieden Rezeptoren fur Adenosin isoliert und konnten
kloniert werden. Fur weitere Untersuchungen stehen in letzter Zeit fur jeden
Rezeptortyp selektive pharmakologische Agonisten und Antagonisten bereit, auch
konnten spezifische knock-out Tiermodelle generiert werden (Koszalka u. a. 2004,
Thompson u. a. 2004). So ist aktuell eine weitere Abschatzung der Bedeutung
einzelner Rezeptoren moglich. Extrazellular wirkt Adenosin als Signalstoff. Er
interagiert mit den auf der Aullenseite der Zellmembran liegenden
Adenosinrezeptoren. Initial wurden die Adenosinrezeptoren nach ihrer Fahigkeit
eingeteilt, intrazellulare Level von cyclischem AMP zu verandern: A1-Rezeptoren
stimulieren die Adenylatcyclase, A2-Rezeptoren hemmen sie. Nach dem Fund
eines hoch- und eines niedrigaffinen Rezeptortyps in cerebralen Zellen von Ratten
wurde die Einteilung der A2-Rezeptoren um die zwei Untergruppen A2a und Azs
erganzt. Erweitert wurde die Klassifikation durch den spater entdeckten As-
Rezeptor (Peart und Headrick 2007). Alle bisher gefundenen Adenosin-
Rezeptoren sind G-Protein gekoppelt. A1AR und AsAR vermindern Uber
hemmende Gi-Proteine die Konzentration an cyclischem AMP (cAMP), wahrend
A2aAR und A28AR Uber ein stimulierendes Gs-Protein die zellulare cAMP-

Konzentration erhohen.
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Die  Wirkungen des Ai-Rezeptors im Rahmen der ischamischen
Prakonditionierung sind am besten untersucht. Der Einsatz von Agonisten konnte
die Aktivierung von PKC, MAPK, PI3-Kinase und AKT durch den Ai-Rezeptor
zeigen, also Uberwiegend Signalkaskaden, die unmittelbar oder auch mittelbar mit
den molekularen Mechanismen von IPC in Verbindung gebracht werden (Kudo u.
a. 2002). Die selektive Aktivierung des Ai1-Rezeptors zeigte mit der klassischen
IPC vergleichbare kardioprotektive Effekte, wahrend zum Beispiel in A1AR-knock-
out Mausen eine verminderte Toleranz gegenuber Ischamie und Hypoxie zu
verzeichnen war (Reichelt u. a. 2005). Allerdings konnten diese Effekte nicht
konsistent erzielt werden. In einigen Studien zeigten sich keine Veranderungen in
der Herzprotektion beim Einsatz von A1AR-Antagonisten (Lankford u. a. 2006).

Die Signalkette des Ai-Rezeptors ist noch nicht vollstdndig aufgeklart. Es gibt
Hinweise auf die Aktivierung der PKC, aber auch andere Wege konnten
nachgewiesen werden, zum Beispiel eine Aktivierung der PI3-Kinase via Tyrosin-
Kinasen oder Einflisse auf die MAP-Kinase (Peart und Headrick 2007; Linden
2001).

Erkenntnisse aus der Arbeitsgruppe um Vinten-Johansen lassen vermuten, dass
der A2aAR eine Rolle bei der Modulation inflammatorischer Reaktionen spielt
(Jordan, Zhao und Vinten-Johansen 1999). Insbesondere die Aktivierung
neutrophiler Granulozyten, CD4*-T-Lymphozyten und proapoptotische Signalwege
werden inhibiert. Es liegen Hinweise fur eine gesteigerte Vasodilatation wahrend
der Reperfusionsphase und positiv inotrope Effekte auf post-ischamisches
Myokard vor (Jordan u. a. 1997). Allerdings ist die Studienlage, besonders in

Hinsicht auf in vivo Modelle noch nicht als ausreichend zu bewerten.

Die haufige Koexpression mit dem pharmakologisch deutlich hoher-affinen A2a
Rezeptor erschwert die Untersuchung spezifischer A2s Rezeptorfunktionen.
Wahrend die Gbrigen bekannten Adenosinrezeptoren ECso Werte zwischen 10 nM
und 1 uM aufweisen, liegt der ECso des A2s Rezeptors bei Uber 20 uM. Unter
physiologischen Bedingungen Ubersteigt der Adenosinspiegel in der Regel nicht
1 M. Dies lasst darauf schlielRen, dass eine Aktivierung des Azs Rezeptors vor
allem unter pathophysiologischen Stressstituationen wie zum Beispiel Hypoxie/

Ischamie oder Inflammation erfolgen kénnte (Cohen und Downey 2008). Kirzlich
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konnte gezeigt werden, dass die Expression des A2s Rezeptors mittels HIF, HER
und mittels responsiver Elemente in der Promoterregion des A2 Gens fur
proinflammatorische Zytokine wie TNF alpha, IL-1 beta und IFN gamma in
Belastungssituationen deutlich erhéht werden kann (Eltzschig 2009). Der A2zs
Rezeptor konnte bisher mittels Klonierung und RT-PCR-Studien auf einer grol3en
Anzahl verschiedenster Zelltypen nachgewiesen werden, darunter Zellen des
Immunsystems  (Mastzellen, Makrophagen, Lymphozyten, = Neutrophile
Granulozyten und dendritische Zellen), Endothel und Herzmuskelzellen
(Feoktistov u. a. 1998). Die Aktivierung des A2s8AR wirkt antiinflammatorisch tber
eine verminderte Lymphozytenadhasion und reduzierte Endothelpermeabilitat. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Stimulierung des A2s Rezeptor vor allem in der
Reperfusionsphase und weniger pra-ischamisch protektive Effekte induziert
(Downey, Davis und Cohen 2007; Peart und Headrick 2007).

Pharmakologische Studien zeigen auch eine AsAR vermittelte Kardioprotektion im
Rahmen der Prakonditionierung (Headrick, Hack, und Ashton 2003). Weitere
Hinweise lassen vermuten, dass der AsAR nicht nur pra-ischamisch protektive
Effekte auslost, sondern auch eine post-ischamische Rezeptoraktivierung den

Gewebeschaden reduzieren kann (Headrick u. a. 2011).

1.3.2 Kardialer Adenosin-Stoffwechsel in Ruhe und Hypoxie
1.3.2.1 Intrazellulare Adenosinbildung
Adenosin ist an vielfaltigen biologischen Funktionen beteiligt: In phosphorylierter

Form als Energietrager ATP, oder als Teil des genetischen Alphabets ist Adenosin

in DNA und RNA vertreten. Aber auch

als extrazellularer Botenstoff NH2

besonders unter Sauerstoffmangel- (N N

HO ON|N/)

Bedingungen wird Adenosin wirksam.
Biochemisch besteht das Nukleosid

Adenosin aus der Adenin-Gruppe und OH OH

dem angehangten Zucker Ribose.
. . Abb. 1.3: Strukturformel von Adenosin

(Abb. 1.3). Unter physiologischen

Bedingungen stehen ATP-Bildung in Mitochondrien und cytosolischer ATP-

Verbrauch im Gleichgewicht. Im Rahmen der mitochondrialen Atmungskette
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werden Substrate unter Sauerstoffverbrauch oxidiert und stellen so die bendtigte
Energie bereit, um ATP aus ADP und Pi zu synthetisieren. Unter Abspaltung des
Phosphatrestes kann dann diese Energie flr energieabhangige zellulare Prozesse
bereitgestellt werden.

In Phasen von Sauerstoffmangel nimmt die Bildung von Adenosin stark zu, in der
Folge steigen die cytosolische und interstitielle Adenosinkonzentration an
(Deussen u. a. 1988). Wahrend Hypoxie oder Ischamie fallt die Konzentration von
ATP rapide ab und es kommt zu einem deutlichen Anstieg von ADP, AMP und
weiteren Metaboliten des Purin-Stoffwechsels. Als Botenstoff metabolisch
beeintrachtigter Zellen ist Adenosin wesentlich an der Balance zwischen
Energieangebot und -verbrauch beteiligt und passt damit die physiologische
Funktion des Gewebes an den aktuellen zellularen Energiehaushalt an (Schrader,
Deussen und Smolenski 1990). Schwankungen des Adenosinspiegels sind nicht
nur die bloRe Folge eines veranderten Bedarfes, vielmehr erlauben sie der
einzelnen Zelle eine Anpassung an kurz- oder langfristig veranderte
physiologische oder pathologische metabolische Bedingungen.

Im Herzen wird Adenosin unter normoxischen Bedingungen vor allem durch die
cytosolische 5’-Nukleotidase cN-lI, weniger durch die cN-lIl aus freiem
cytosolischem AMP gebildet. Es kann eine lineare Beziehung zwischen freier
AMP-Konzentration und der Adenosinbildung angenommen werden, da die Km-
Werte der cN-I und cN-II die unter Ruhe vorliegenden AMP-Konzentrationen um
mehrere Potenzen Ubersteigen (Decking, Schlieper u. a. 1997). Untersuchungen
an Meerschweinchen und Hunden lassen vermuten, dass die Adenosinproduktion
im Rahmen der Transmethylierung aus S-Adenosyl-Homocystein (SAH) mit Hilfe
der SAH-Hydrolase nur relativ gering zur gesamten Adenosinbildung beitragt
(Deussen, Lloyd und Schrader 1989; Loncar, Flesche und Deussen 1997).
Adenosin wird entweder im sogenannten ,adenosine salvage pathway” mittels der
Adenosin-Kinase zu AMP rephosphoryliert oder aber Uber die Adenosin-
Desaminase zu Inosin und im Weiteren zu Hypoxanthin und Xanthin metabolisiert
(Abb 1.4).
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Abb. 1.4: Schema des Adenosinstoffwechsels

Reaktionswege und Enzyme des Adenosinstoffwechsels intra- und extrazellular. Die
genauen Quellen fur extrazellulares AMP und Adenosin sind noch nicht im Einzelnen
mit ihrer jeweiligen Bedeutung verstanden (Deussen 2000b)

Es konnte gezeigt werden, dass unter normoxischen Ruhebedingungen bis zu
80 % des intrazellular gebildeten Adenosins mit Hilfe der Adenosin-Kinase zu
AMP rephosphoryliert werden. Erst bei wesentlich hoheren
Adenosinkonzentrationen, wie zum Beispiel in Hypoxie (Abb. 1.5), verstarkt sich
der Einfluss der Adenosin-Desaminase auf den Metabolismus (Deussen 2000b).

Wie oben bereits ausgefihrt, ist Adenosin ein potenter Mediator der ischamischen
Prakonditionierung. Um aber den notwendigen Schwellenwert fir die Aktivierung
der protektiven Kaskade unter Bedingungen einer Ischamie zu erreichen, ist eine
Potenzierung des Adenosinsignals erforderlich. Dies gelingt mit Hilfe veranderter
Enzymaktivitaten in Belastungs- und Ischamiesituationen verglichen mit dem
physiologischen Ruhezustand. Unser Labor konnte zeigen, dass die Aktivitat der
Adenosin-Kinase unter Hypoxie deutlich gehemmt wird (Decking, Schlieper u. a.
1997). Bei gleich bleibender oder vermehrter AMP-Hydrolyse in Stresssituationen
ermdoglicht die reduzierte Re-Phosphorylierung einen drastischen Anstieg der
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Adenosinkonzentration in und -freisetzung aus Herzmuskelzellen, welches

als Signalmolekul zur Verfigung steht.
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Abb. 1.5: Adenosinmetabolismus in Normoxie und Hypoxie

Schema des Adenosinmetabolismus in Normoxie (oben) und Hypoxie (unten): Das
Verhéltnis der Pfeilstdrken zueinander, spiegelt die veranderten Stoffwechselraten
wider (A Deussen 2000b; Decking, Schlieper u. a. 1997).
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Neben der Regulation des salvage pathways ist die myokardiale Adenosin-
produktion sowohl von der intra- als auch von der extrazellularen 5’-Nukleotidase
abhangig. Wahrscheinlich dient, wie oben bereits angefuhrt, insbesondere die
cytosolische Form der Anpassung der Adenosinkonzentration an das intrazellulare
Energieniveau. Es konnte gezeigt werden, dass eine Abnahme von ATP und eine
Zunahme von ADP die Aktivitat der cN-I erh6hen (Deussen 2000b).

1.3.2.2 CD73-abhangige extrazellulare Adenosinbildung

Von besonderer Bedeutung ist extrazellulares Adenosin, das via
membranstandiger Adenosinrezeptoren zum Beispiel ein Trigger fir IPC ist. Die
genauen Quellen extrazelluldrer Nukleoside sind aber noch immer unklar.
Insbesondere zwei Ursprungsorte sind zu diskutieren. Auf der einen Seite die
direkte Freisetzung aus Herzmuskelzellen. Dort wird Adenosin, wie oben erwahnt,
wahrend einer Hypoxie/ Ischamie als Endprodukt der Dephosphorylierung von
ATP und auf Grund der reduzierten Rephosphorylierung durch die Adenosin-
Kinase akkumulieren und koénnte in den interstitiellen Raum freigesetzt werden.
Auf der anderen Seite konnen Adenin-Nukleotide, die zum Beispiel von
neutrophilen Granulozyten, Thrombozyten, Endothelzellen aber auch von
eosinophilen Granulozyten und Erythrozyten besonders unter Hypoxie- und
Inflammationsbedingungen freigesetzt werden, intravaskular zu Nukleosiden
dephosphoryliert werden (Lennon u. a. 1998; Eltzschig 2009; Deussen 2000a;
Lathje 1989; Wan, Forsyth und Stone 2011). Von grof3em Interesse ist hier der
Einfluss der extrazellularen, membranstandigen 5’Nukleotidase CD73, die die

Reaktion von AMP zu Adenosin katalysiert.

Eine Expression von CD73 konnte fur eine Vielzahl an Zellen aus
unterschiedlichsten Geweben nachgewiesen  werden. Die hochste
Expressionsdichte kann nach aktuellen Erkenntnissen im Colon angenommen
werden, gefolgt von den Nieren und dem Gehirn. Auch in Leber, Lunge, Herz,
Muskel und Endothel konnte CD73 nachgewiesen werden (Colgan u. a. 2006). Die
Generierung CD73 defizienter Mause parallel in mehreren Laboratorien
(Thompson u. a. 2004; Koszalka u. a. 2004) ermoglichte ein genaueres
Verstandnis der mdglichen physiologischen Bedeutung. Erste Studien zeigten eine

signifikant ~ verkurzte  Blutungszeit als  Ausdruck einer veranderten
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Thrombozytenregulation in den knock-out Tieren (Koszalka u. a. 2004). Auch in
die Regulation inflammatorischer Reaktionen ist CD73 eingebunden,
wahrscheinlich  Uber die Bereitstellung der Substrate fir zellulare
Adenosinrezeptoren.  Ischamie/ Reperfusionsversuche an  5-Nukleotidase-
defizienten Mausen zeigten eine vermehrte Adhasion neutrophiler Granulozyten
als Ausdruck einer vaskularen Entzindungsreaktion im Vergleich mit Wildtypen
(Zernecke u. a. 2006). Neben dem regulierenden Einfluss auf die Adhasion von
Immunzellen konnten weiterfiuhrende Untersuchungen auch eine Kontrolle der
endothelialen Barrierefunktion durch CD73, bzw. durch Adenosinrezeptoren wie
A2s, und damit der Migration zum Beispiel neutrophiler Granulozyten zeigen
(Colgan u. a. 2006). Dies resultiert in einer verminderten Inflammation im Gewebe
und einer geringeren Odembildung. Diese hier beschriebene zentrale Rolle von
CD73 impliziert eine genaue Regulation der Aktivitat der Nukleotidase. Wie weiter
oben bereits beschrieben, ist eine erhohte Konzentration extrazellularen
Adenosins besonders unter hypoxischen Bedingungen zu erwarten, wie sie auch
wahrend einer Inflammation auftreten. Untersuchungen der Promotorregion des
CD73 kodierenden Genabschnittes zeigten ein cAMP responsives Element (CRE),
welches zusammen mit einem cAMP abhangigen Kofaktor (CRE-binding protein
CREB) die Transkription reguliert (Colgan u. a. 2006; Mayr und Montminy 2001).
Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Acza- und Aozs-
Adenosinrezeptoren unter anderem zu einer Zunahme der intrazellularen cAMP
und CREB Konzentrationen fihren und so im Sinne einer positiven Ruckkopplung
fungieren. Um diese Kette in Gang zu setzen, ist eine vermehrte Expression von
CD73 unter hypoxischen Bedingungen notwendig. HIF-1, der uUber eine
Bindungsstelle in der Nahe des Startcodons des CD73 Promotors verflgt, konnte
als wesentlicher Faktor in der Anpassung an Sauerstoffmangelbedingungen

nachgewiesen werden (Eltzschig 2009).

1.3.3 Nukleosidtransporter

Der extrazellulare Adenosinspiegel wird, wie oben dargestellt, zum einen durch die
primar extrazellulare Bildung und die Regulation des Adenosin-abbauenden
Enzyms Adenosin-Desaminase bestimmt. Zum anderen hangt die interstitielle
Purinkonzentration aber auch zu einem wesentlichen Teil von der intrazellularen

Adenosin-Konzentration ab. Diese wird vor allem von der intrazellularen
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Adenosinproduktion und ihrem Verhaltnis zur intrazellularen Adenosin-
Rephosphoryliserung und zum Adenosin-Abbau bestimmt; der intrazellulare
Umsatz dirfte unter Ruhebedingungen den extrazellularen Umsatz quantitativ bei
weitem Ubersteigen. Der Ausstausch zwischen diesen beiden Kompartimenten
wird durch Nukleosid-Transporter ermdglicht. Uber Anderungen der Expression
dieser Membranproteine kann der Nukleosidstrom und damit die extrazellulare

Adenosinkonzentration ebenfalls effektiv beeinflusst werden.

Es sind zwei Gruppen von vaskularen Nukleosid-Transportern bekannt:
Equilibrative Transporter (ENT 1-4), die eine erleichterte passive Diffusion entlang
des Konzentrationsgefalles erméglichen und konzentrative Nukleosid-Transporter
(CNT 1-3), die den Natriumgradienten fur aktive Transporte Uber die Membran
nutzen (Loffler u. a. 2007). Besonders die passiven ENT’s sind fur den Hauptanteil
des Nukleosidflusses verantwortlich (Deussen 2000b). Unter hypoxischen
Bedingungen wird HIF-abhangig die Expression der auf vaskularem Endothel
vorherrschenden ENT’s 1 und 2 reduziert (Loffler u. a. 2007). Eltzschig et. al.
postulieren daher, dass aus der verminderten Aufnahme von Adenosin aus dem
intravaskularen Raum nach intrazellular eine erhohte Ilokale Nukleosid-

Konzentration im Gefallsystem resultiert (Eltzschig u. a. 2005).

Auf Grund des Vorkommens passiver Nukleosid-Transporter in Endothel und
Kardiomyozyten und der unterschiedlichen Enzymaktivitat des adenosine salvage-
pathway unter Normoxie und Hypoxie andern sich entsprechend die
Konzentrationsgradienten flr Adenosin zwischen Interstitium und cardio-
myozytarem Intrazellularraum. Unter Ruhebedingungen Ubersteigt auch am
isolierten, salin perfundierten Herzen die intrazellulare Adenosinbildungsrate und
hier besonders die myozytare die extrazellulare Nukleosidbildung deutlich
(Deussen, Weichsel und Pexa 2006). Auf Grund der schnellen intrazellularen
Rephosphorylierung ergibt sich trotz der hohen intrazellularen Produktionsrate ein
Konzentrationsgefalle aus dem Interstitium in die Kardiomyozyten (Deussen
2000a). Die extrazellulare Konzentration wird so unter Bedingungen der Normoxie
wesentlich durch die kontinuierliche extrazellulare Bildung bestimmt.

In Stressphasen, belegt fur Hypoxie und wahrscheinlich auch wahrend kurzer

Ischamien, kehrt sich dieser Gradient um. Eine erhohte intrazellulare Adenosin-
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produktion bei verminderter Rephosphorylierung fuhrt jetzt zu einem
Nettoausstrom und einer Potenzierung der interstitiellen Nukleosidkonzentrationen
in den Bereich einiger ymol/L (Deussen u. a. 1999). Dementsprechend konnte
davon ausgegangen werden, dass wahrend der Phasen ischamischer
Prakonditionierung die intrazellulare Konzentration von Adenosin massiv steigt,
und zu einem erheblichen Anstieg auch der interstitiellen Adenosin-Konzentration

mit parakriner Aktivierung von Adenosin-Rezeptoren fuhrt.

1.4 Verminderte Kardioprotektion durch IPC in CD73”- Mausen in vivo

Vor diesem Hintergrund war es dann uberraschend, dass eine Arbeitsgruppe um
Eckle 2007 die besondere Bedeutung der extrazellularen Bildung von Adenosin
via Ekto-5’-Nukleotidase CD73 hervorhob und dessen Wirkung auf den Aos-
Rezeptor als Ausloser der protektiven Effekte durch ischamische
Prakonditionierung beschrieb (Eckle u. a. 2007): In einem Mausmodell, in dem die
Expression von CD73 genetisch ausgeschaltet worden ist, konnten die Autoren
keinen protektiven Effekt der IPC bei CD737-Mausen im Vergleich zu Wildtypen
erzielen. In vivo wurde repetitiv der Ramus interventricularis anterior der linken
Koronararterie Viermal fur jeweils 5 Minuten Ischamie verschlossen, gefolgt von 5
Minuten Reperfusion (Eckle u. a. 2006). In CD73-defizienten Mausen konnte
durch das oben beschriebene IPC-Protokoll keine Reduktion von Infarktflache und
cTnl, als laborchemischem Marker der Herzmuskelschadigung, erzielt werden. Da
direkte Infusion von Adenosin (27 pyg/min) in CD73”-M&usen eine
Kardioprotektion  induzieren  konnte, scheint hier die extrazellulare
Adenosinbildung eine wichtige Rolle zu spielen. Ein zweiter Versuchansatz zeigte,
dass das Expressionsniveau des Azs-Adenosinrezeptors durch IPC erhéht wurde,
wahrend keine Induktion der anderen Adenosinrezeptoren gefunden werden
konnte. Diese Befunde stehen in direktem Kontrast zu bisherigen
Untersuchungen, die eine dominierende Rolle der intrazellularen Adenosin-
Bildung gegenuber der extrazellularen Produktion nahe legten und vor allem dem

A1-Rezeptor eine Schllsselposition in der protektiven Signalkaskade zuschrieben.
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1.5 Fragestellung

Das bisherige Wissen zum Adenosin-Stoffwechsel (s.o0.) legte nahe, dass Hypoxie
und insbesondere Ischamie zu einem raschen und massiven Anstieg der
intrazellularen Adenosin-Konzentration fuhren, der auch die interstitielle Adenosin-
Konzentration auf Werte steigen lasst, die zur Aktivierung von A1- und Aza- bzw.
A2s-Rezeptoren auf jeden Fall ausreichen durften. Vor diesem Hintergrund schien
die Bedeutung der extrazellularen Adenosin-Bildung von untergeordneter
Bedeutung zu sein, unabhangig davon, ob die hierfir notwendigen Nukleotide aus
kardialen Zellen oder zirkulierenden Zellen des durchstromenden Blutes
freigesetzt werden. Doch die eben (s.0.) beschriebenen Versuche von Eckle

machten das Gegenteil wahrscheinlich.

Daher sollte in der vorliegenden Arbeit zunachst die Bedeutung der intrazellularen
Adenosin-Bildung fur die Adenosin-vermittelte ischamische Kardioprotektion
bestimmt werden. Dazu wurden in salin perfundieten WT und CD73"-
Mauseherzen die Adenosin-Freisetzung unter ischamischer Prakonditionierung
miteinander verglichen und zugleich die Auswirkung auf die Infarktgrofe in beiden
Gruppen analysiert. Ob die freigesetzten Adenosin-Konzentrationen fur die
Prakonditionierung von Bedeutung sind, wurde durch Gabe von Adenosin in einer
vergleichbaren Konzentration in einer weiteren Versuchsserie bestimmt. Sollte
sich in diesem reduzierten Modell kein Unterschied zwischen den WT und CD73--
Mauseherzen ergeben, kann ein spaterer Vergleich an der Maus in vivo die
Bedeutung der aus dem zirkulierenden Blut freigesetzten Nukleotide Uberprifen

und ggf. belegen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien ,,Isolierte Perfusion nach Langendorff*

2.1.1 Versuchstiere

Es wurden insgesamt 49 weibliche Versuchsmause des Stammes C57BL/6 im
Alter von 17-20 Wochen eingesetzt. Alle Versuchstiere wurden uber die
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat bezogen und dort gehalten. Es
lag die Genehmigung des Tierschutzbeauftragten der Heinrich-Heine-Universitat
vor (Organentnahme: Projekt-Nummer O54/90). Die Tiere erhielten normale Diat
(Sniff, Deutschland) und Wasser ad libitum. Fir die Generierung der CD73-knock-
out Tiere wurden in unserem Institut die grundlegenden Arbeiten von Frau P.
Koszalka durchgefuhrt, diese wurden von Frau Dr. A. Buchheiser vervollstandigt.
Far die hier beschriebenen Versuche wurde die Zucht unter der Aufsicht von Frau
Dr. C. Viethen und Herrn Dr. M. Romio durchgefiihrt. Der Autor der vorliegenden
Arbeit hat vor Beginn der Versuche im November 2007 an einer
versuchstierkundlichen Einfuhrung der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf teilgenommen und den Kurs mit Erfolg abgeschlossen
(Abb. 7.1). Die Organentnahmen wurden in vollem Umfang von ihm selbst
durchgefuhrt.

2.1.2 Perfusionslésung

Als Perfusionsmedium wurde ein modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer verwendet.
Die Zusammensetzung kann Tabelle 2.1. entnommen werden. Die Perfusions-
I6sung wurde in dem Vorratsbehalter in einem Wasserbad auf 37,0 °C erwarmt
und vor Versuchsbeginn mit einem Carbogengas (95 % Sauerstoff, 5 %
Kohlenstoffdioxid) mittels einer Glasfritte zu normoxischen Bedingungen und
einem physiologischen pH-Wert von 7,40 aquilibriert. Um madgliche Embolien
durch Salzkristalle und Verunreinigungen des Perfusionsmediums zu verhindern,
die zu artifiziellen Myokardischamien fuhren koénnten, wurde die fertige Losung
uber eine Vakuumpumpe (Laboport, KNF, Neuberger) durch ein Filterpapier mit
einer Porenweite von 0,45 pm (Durapore membrane filters, Millipore) gezogen.
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Substanz Molekulargewicht Konzentration

(g/mol) (mmol/l)
NaCl 58,44 116,00
KCI 74,56 4,63
MgSO, x 7 H,0O 246,48 1,10
KH,PO, 136,09 1,18
NaHCO, 84,01 24,90
Glucose x H,0 198,17 8,32
Pyruvat 110,00 2,00
EDTA 372,24 0,50
CaCl, x 2 H,0 110,00 2,52

Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Perfusionsmediums

2.1.3 Perfusionsanlage

Fir alle Versuchsteile wurde eine Isolated Heart Anlage (APPARATUS isolated
heart, size: 1, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) im Langendorff-Modus
mit Perfusion der Koronararterien durch retrograde Fullung der Aorta ascendens
verwendet (Abb. 2.1). Fur eine ausflhrliche Beschreibung der Entwicklung der
retrograden Herzperfusion durch Oscar Langendorff 1895 sei auf die
umfassenden Reviews von Zimmer (Zimmer 1998) und Bell (Bell, Mocanu und
Yellon 2011) verwiesen. Die Perfusionslésung wird in einem Wasserbad auf
37.0 °C temperiert (12) und kontinuierlich mit Carbogen durch eine Glasfritte (14)
begast. Vor Versuchsbeginn wurde die Anlage mit dem Perfusat geflllt und
entliftet. Das Medium wird von der Schlauchpumpe (11, REGLO-Digital MS-4/8-
100) Uber einen integrierten Warmeaustauscher (15) zur Herzkammer der Anlage
(15,16) gepumpt und gelangt als retrograde Perfusion nach Langendorff in die
Aorta und von dort in die Koronarien. Der Perfusionsdruck wird Uber einen
einstellbaren Starling-Widerstand festgesetzt (5,6,7) und unmittelbar proximal der
Aortenkanule gemessen (18). Zusatzlich wird mit Hilfe eines Flussmesskopfes (4)
der koronare Fluss kontinuierlich aufgezeichnet. Uber einen im linken Ventrikel
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liegenden Ballon (19), der an einen Druckaufnehmer (20) angeschlossen ist, wird

der linksventrikulare Druck gemessen. Durch einen Riegelschalter (3) kann

wahrend des Versuches die Herzperfusion ausgesetzt werden,

um eine

kontrollierte Ischamie zu erzeugen. Zusatzliche Agonisten werden seitenstandig
(17) mit einer Spritzenpumpe (PRECIDOR INFORS AG, Basel) infundiert.
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Abb. 2.1: Technische Zeichnung der Perfusionsanlage (mit freundlicher
Genehmigung von Hugo Sachs Elektronik)
1 Aortenblock 12 Perfusat-Vorratsgefald, temperierbar
2 Aortenkantile 13 Ventil zum Einstellen des
3 Absperrhahn Carbogenflusses
4 Flussaufnehmer 14 Glasfritte fiir Begasung des Perfusats
5 Starling-Widerstand 15 Oberteil der doppelwandigen
6 Spindelspritze zum Einstellen Herzkammer, temperierbar
der Starling-Membran 16 Unterteil der doppelwandigen
7 Zeigermanometer zur Anzeige Herzkammer, temperierbar
des eingestellten Drucks 17 Zuspritzmdglichkeit
am Flusswiderstand 18 Druckaufnehmer
8 Windkessel 19 Intraventrikularballon
9 Spritze zum Einstellen des mit Anschlusskatheter
Luftvolumens im Windkessel 20 Druckaufnehmer
10 Warmetauscher, im Oberteil 21 Spritze zum Einstellen des
der Herzkammer integriert diastolischen Ballondrucks
11 Schlauchpumpe 22 Ablaufréhrchen

Tabelle 2.2: Legende zu Abb. 2.1
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Langendorff-Herz unter Konstant-Druck-Bedingung

Die Nahrlésung wird im Uberschuss in das System gepumpt. Der Starling-
Widerstand wirkt hier als Uberdruckventil, nicht bendtigtes Perfusat gelangt statt
zum Herzen zum Abfluss. Uber eine Spindelspritze (6) am Starling-Widerstand (5)
erfolgt die Einstellung des Perfusionsdruckes. Eingestellte Drucke lassen sich am

Manometer ablesen (7).

Langendorff-Herz unter Konstant-Fluss-Bedingung

Wird ein sehr hoher Druck auf die Starling-Membran ausgeubt (> 180 mmHg), so
wird das gesamte von der Pumpe geforderte Perfusat zur Kanlle und damit zum
Herzen geleitet und der seitliche Abfluss wird verhindert. Unter diesen
Bedingungen kann dann direkt an der Schlauchpumpe (11) der gewlinschte Fluss

eingestellt werden.

2.1.4 Chemikalien
Alle eingesetzten Chemikalien wurden von den Firmen Merck KGaA, Darmstadt,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim und Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

bezogen.

2.2 Praparation der Mauseherzen

Die Versuchstiere (Gewicht 20-30 g) wurden mit einer intraperitonealen Injektion
von Pentobarbital-Natrium (Eutha 77, 400 mg/ml) in einer Dosierung von 1 ml pro
0,5-1 kg Koérpergewicht narkotisiert und auf einem Kleintier-OP-Tisch fixiert. Nach
dem Erléschen von Reaktionen auf Schmerzreize (Kneifen in die Hinterpfoten)
wurde mit der Organentnahme begonnen. Das Abdomen wurde durch einen
substernalen Querschnitt eréffnet und das Diaphragma beidseits lateral von der
Thoraxwand entfernt. Die Rippen wurden mdéglichst weit dorsal beidseits mit einer
Schere durchtrennt. AnschlieBend konnte der Brustkorb nach kranial geklappt
werden um das Herz freizulegen. Mit einer Pinzette wurden Herz und Lungenfligel
kopfwarts gehalten, die groflen Gefalle freigelegt und durchtrennt. Das Herz
wurde mitsamt dem Mediastinum und den Lungenfligeln herausgenommen. Das
schlagende Herz wurde sofort in eisgekuhlten Krebs-Henseleit-Puffer Uberfuhrt,

um den Stoffwechsel des Herzens und damit hypoxische Schaden im Sinne einer
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Kardioplegie zu reduzieren. Unter mikroskopischer Sicht (Prapariermikroskop:
Leica MZ6) wurde das Herz komplett von Fett und Bindegewebe frei prapariert
und die Aorta ascendens proximal des Abgangs des Truncus brachiocephalicus
durchtrennt. Eine Ligatur wurde um den Aortenstamm vorgelegt. Nach dem
EinfUhren der Aortenkanule wurde die Ligatur zugezogen und so die Kanule fest in
der Aorta ascendens verankert. Beim Einfuhren der Kanule wurde streng darauf
geachtet, die Ostien der Koronararterien frei fur die ungehinderte Perfusion zu

lassen und die Aortenklappe nicht zu beschadigen.

2.3 Versuchsablauf

2.3.1 Allgemeiner Versuchsablauf

Nach erfolgter Praparation wurde das Herz an die vorgewarmte und entluftete
Versuchsanlage angeschlossen und retrograd mit einem Krebs-Henseleit-Puffer
bei einem Perfusionsdruck von 80 mmHg perfundiert. Nach 5 minGtiger
Einschlagphase wurde das koronarvendse Effluat aufgefangen, der linke Vorhof
des schlagenden Herzens eroffnet und ein Druckmessballon durch die
Mitralklappe in den linken Ventrikel eingefuhrt und entfaltet (Janicki u. a. 1974;
Bardenheuer und Schrader 1983). Die Herstellung des Messballons erfolgte im
Eigenbau aus handelsublichen Plastiktiten nach laborinternem Vorgehen. Eine
genaue Beschreibung von Aufbau und Produktion vergleichbarer Ballons zur
Messung intraventrikularer Dricke kann bei Curtis (Curtis u. a. 1986) und
Sutherland (Sutherland u. a. 2003) gefunden werden. Der diastolische Ballondruck
wurde auf ungefahr 10 mmHg festgesetzt. Nach erfolgreicher Platzierung wurde
das Herz dauerhaft Uber zwei Nadelelektroden, jeweils eine im rechten Herzohr
und eine an der Herzspitze, mit einer Frequenz von 600 min-! stimuliert (HSE
Stimulator P, Hugo Sachs Elektronik, Stimulationsmodus: repetitiver
Rechteckimpuls, Frequenz: 600/min, Impulsdauer: 5 msec, Ausgangsspannung:
2 mV biphasisch). Abbildung 2.2 zeigt das Herz in der Perfusionskammer nach
Platzierung des Messballons und der Nadelelekiroden. Nach weiteren flnf
Minuten wurde eine zweite basale Probe des Effluats genommen, um etwaige
Veranderungen durch die traumatisierende Platzierung des Messballons zu
erkennen. Die Sammelgefal’e fassten circa 20 ml. Das koronarvendse Effluat

wurde jeweils Uber einen Zeitraum von 2 Minuten, bzw. fur je 10 Sekunden direkt
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nach jeder Ischamie-Phase aufgefangen. Das gesammelte Volumen wurde
gewogen und sofort tief gefroren bis zur weiteren Analyse. Anschliellend wurden
repetitive Ischamien, eine Infusion von Adenosin, eine 20 minltige Indexischamie
oder entsprechende Kontrollprotokolle durchgefuihrt (s. u. 2.4.). Zu definierten
Zeitpunkten wurde das koronarvendse Effluat aufgefangen und wie oben
beschrieben behandelt.

Messleitung
intraventrikularer
Druckaufnehmer

Perfusionskaniile

Aortenwurzel

Nadelelektroden

Abb. 2.2 Isoliert perfundiertes Mauseherz
Nach Kanilierung der Aorta ascendens wird das isolierte Herz retrograd perfundiert.
Nadelelektroden in rechtem Herzohr und Apex cordis ermoglichen eine konstante
Herzfrequenz von 600 Schldgen pro Minute. Ein Uber den linken Vorhof in die
Kammer eingebrachter Ballon dient der Messung linksventrikularer Driicke (im Bild ist
die Druckleitung im Hintergrund erkennbar).

2.3.2 Datenaufzeichnung und -verarbeitung

Uber einen Druckaufnehmer, der am Ventrikelballon angeschlossen war (ISOTEC,
Hugo Sachs Apparatus), wurde der linksventrikulare Druck kontinuierlich
aufgezeichnet. Der Perfusionsdruck wurde unmittelbar proximal der Aortenkantle
abgeleitet. Der koronare Fluss wurde Uber ein Transit Time Flowmeter (T 208
Transonic Volume Flowmeter, Transonic Systems Inc.), der Perfusionsdruck
(mmHg) und der linksventrikularer Druck (mmHg) Uber klassische
Druckaufnehmer gemessen. Die Signale wurden Uber geeignete Einschub-
verstarker (Plugsys-Einschubsystem, Hugo Sachs mit Typ 660 DC-Bridge-

Amplifier, Typ 700 Transit Time Flowmeter Module) aufbereitet und mit Hilfe eines
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Analogdigitalwandlers (Power Lab/ 16 SP, AD Instruments) einem Laptop (IBM-
Thinkpad, Windows XP) zugefuhrt und mittels Chart 5§ (AD Instruments)
aufgezeichnet (Abb. 2.3). Druckanderungen pro Zeit (dP/dt, mmHg/sec) und
Herzfrequenz (min-') wurden in Chart aus den eingespeisten Druckwerten

ermittelt.
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Abb. 2.3: Reprasentativer Chart-Auszug eines Versuchsablaufes

Kontinuierliche Aufzeichnung des linksventrikularen Drucks (LVP), der Herzfrequenz
(HF), der Druckanderungsgeschwindigkeit (dP/dt), des koronaren Flusses (Cor Flow)
und des Perfusionsdrucks (Perf Press)

2.4 Protokolle

2.4.1 Etablierung der ischdmischen Prdkonditionierung an der Versuchsanlage

In einer ersten Versuchsreihe sollte die ischamische Prakonditionierung mit
Wildtyp-Mausen an der gegebenen Anlage in unserem Labor als Voraussetzung
fur die weiteren Experimente etabliert werden. Da in der Literatur unterschiedliche
Protokolle flr die Erzeugung von ischamischer Prakonditionierung zu finden sind,
war es zunachst erforderlich, das fir unsere Bedingungen geeignete Protokoll zu
etablieren. Mittels einer schrittweisen Anpassung von Ischamiephasen,
Ischamiezeiten und der Lange der Reperfusion konnte schlieBlich eine
Kardioprotektion durch repetitive Ischamien erzeugt werden. Zunachst wurde
uberpruft, ob reproduzierbare Infarkte vergleichbarer Grof3e hervorgerufen werden

konnten. Initial zeigten selbst Ischamiezeiten bis 60 Minuten Dauer keine
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zuverlassige Infarktdemarkierung (Abb. 2.4 A). Dies lag wahrscheinlich daran,
dass die ischamischen Herzen durch Verdunstung der auf der Herzoberflache
befindlichen FlUssigkeit allmahlich abkihlten und zudem Sauerstoff aus der
umgebenden Luft aufnehmen konnten. Entsprechend der bekannten protektiven
Effekte einer Hypothermie auf ischamisches Gewebe (Das und Maulik 2006;
Kloner und Schwartz Longacre 2011) fuhrte erst die konsequente
Aufrechterhaltung einer Normothermie durch Ausschluss von Verdunstung bzw.
Verdunstungskalte und die Verhinderung der Oxygenierung des Ischamieareals
durch Diffusion von Umgebungssauerstoff zu reproduzierbaren Infarkten wahrend
der Indexischamie (Abb. 2.4, 2.5). Hierzu wurde das Herz wahrend der Ischamie
innerhalb der Ublichen temperierten Kammer zusatzlich in ein Becherglas mit
temperiertem Krebs-Henseleit-Puffer eingetaucht. Dieses Becherglas wurde am

Ende der Indexischamie zu Beginn der Reperfusion wieder entfernt.

Abb. 2.4: Bedeutung der Normothermie fiir die InfarktgroBe

Einfluss einer strikten Normothermie wahrend der Ischamiedauer auf die Infarktgroe.
A: 60 min Ischamie mit wahrscheinlicher Hypothermie; B: 60 min Ischamie unter
Normothermie; C: 45 min Ischamie unter Normothermie; D: 20 min Ischamie unter
Normothermie. Die rétliche Farbung zeigt vitales Herzmuskelgewebe, avitale Bereiche
bleiben ungefarbt (@ ~ 1 cm).
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Abb. 2.5 InfarktgréBe in Abhéangigkeit von der Temperaturhoméostase
Vergleich von Wildtyp-Herzen, die durch Evaporation wahrscheinlich eine latente
Hypothermie entwickelten, mit Gruppen von Herzen, die bei unterschiedlichen
Ischamie-Zeiten jeweils von temperierter Pufferflissigkeit umgeben waren.

2.4.2 Ischdmische Prékonditionierung

Entsprechend Literaturangaben (Lankford u. a. 2006; Eckle u. a. 2007; Murry,
Jennings und Reimer 1986) und eigenen Versuchen wurde das IPC Protokoll
entwickelt. Nach 5 Minuten Einschlagphase wurde der Messballon in den linken
Ventrikel eingefuhrt, nach weiteren 5 Minuten Erholungsphase wurden 3 Phasen
aus jeweils 5 Minuten Ischamie und 5 Minuten Reperfusion durchgefihrt. Nach
abschliellenden weiteren 5 Minuten Reperfusion wurde das Herz einer
Indexischamie von 20 Minuten ausgesetzt mit anschlieBenden 90 Minuten
Reperfusion (Protokoll A, Abb. 2.6). Als Kontrollversuch (Protokoll B, Abb. 2.6)
wurde das gleiche Protokoll Uber denselben Zeitrahmen durchgefiihrt ohne die

repetitiven Ischamien.
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A - 90 min Reperfusion

Indexischamie
20 min

B - 90 min Reperfusion

Abb. 2.6: Versuchsprotokoll: IPC in WT und CD73"
Vergleich der Kardioprotektion durch Ischamische Prakonditionierung (A) mit der
Kontrollgruppe (B)

2.4.3 Vergleich der ischdmischen Prdkonditionierung in WT und CD73"

In einer zweiten Versuchsreihe wurde untersucht, ob die Kardioprotektion durch
ischamische Prakonditionierung in CD73 knock-out Mausen im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren vermindert ist. In vier Versuchsgruppen wurden Wildtyp- und
knock-out-Mause entweder dem Protokoll A oder Protokoll B als Kontrolle (Abb.

2.6) ausgesetzt.

2.4.4 Vergleich der ischdmischen Prékonditionierung und der pharmakologischen
Prékonditionierung mit Adenosin im WT
Um zu Uberprifen ob der kardioprotektive Effekt der ischamischen
Prakonditionierung in diesem Modell hauptsachlich durch Adenosin erklart werden
kann, wurde eine dritte Versuchsreihe durchgefihrt. Herzen von Wildtyp-Mausen
wurden in drei Gruppen einer ischamischen Prakonditionierung (Abb. 2.7, A), einer
pharmakologischen Prakonditionierung mittels Infusion von 2,5 yM Adenosin (Abb.
2.7, C) oder einem Kontroll-Protokoll (Abb. 2.7, B) unterzogen. Analog zu den
repetitiven 5 minatigen Ischamien wurde in Protokoll C Adenosin seitenstandig fur
dreimal jeweils 5 Minuten infundiert. Um die Perfusionsbedingungen auch unter
Infusion des Vasodilatators Adenosin konstant zu halten, wurde vor der ersten
Adenosingabe von einer druckkonstanten auf eine flusskonstante Perfusion
umgestellt. Hierfir wurde der Druck an der Starlingmembran auf 180 mmHg
erhoht und der Fluss mittels der Rollerpumpe auf den gleichen Fluss wie in der
Einschlagphase eingestellt. Um den Totraum der Anlage vom Infusionsort bis zum

Herzen zu bertcksichtigen, wurde als Beginn der Wirkung von Adenosin ein Abfall
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des Perfusionsdrucks um mehr als 10 mmHg gewertet und ab hier die 5 minutige

Infusionsdauer gemessen.

3 x5 min s
- Indexischamie
Ischamie / .
- 20 min
Reperfusion

90 min Reperfusion

Indexischamie
20 min

90 min Reperfusion

Indexischamie
20 min

C

90 min Reperfusion

BF

3 x5 min
2,5 uM
Adenosin

Abb. 2.7: Versuchsprotokoll: IPC und pPC im WT

IPC-Protokoll (A), Kontrollprotokoll (B) und Protokoll zur pharmakologischen

Prakonditionierung mittels Infusion von Adenosin (C).

2.4.5 Probensammlung

Zu im Protokoll festgelegten Zeiten wurde das koronarvendse Effluat aufgefangen

(Abb. 2.8). Es wurden zwei basale Proben gesammelt (vor und nach Einfihren

des Messballons in den linken Ventrikel). Zu Beginn jeder Reperfusion nach einer

5 minltigen Ischamie wurden zu den Zeitpunkten 0 sec, 10 sec, 20 sec (Sammel-

dauer jeweils 10 Sekunden) und 3 min (Sammeldauer 2 Minuten) Proben

aufgefangen, um den Konzentrationsverlauf fur Adenosin zu bestimmen und

Rickschliisse auf die kardiale Adenosinakkumulation wahrend der Ischamie

ziehen zu konnen. Nach der Indexischamie wurden keine weiteren Proben

aufgefangen.
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Abb. 2.8: Probensammlung fiir die HPLC-Analyse
Probensammlung aus dem koronarvendsen Effluat vor Beginn der Indexischamie. A:
Kontrollgruppe, B: IPC-Gruppe. Die Pfeile (1) markieren die Sammelzeitpunkte der

Proben direkt nach der Einschlagphase des Herzens, 0 sec, 10 sec, 20 sec und 3 min
nach jeder kurzen Ischamiephase sowie unmittelbar vor der Indexischamie.
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2.5 Parameter der linksventrikularen Druckkurve

Als

mmHg
LVDP
100 4
50 -
+dP/dt max
-dP/dt max
LVEDP o~
Zeit

Abb. 2.9: Linksventrikuldre Druckkurve
Schema der linksventrikularen Druckkurve, modifiziert nach Schmidt, Lang, Thews
2005. Darstellung der linksventrikuldren Druckkurve mit systolischem Spitzendruck
(LVDP), dem enddiastolischen Druck (LVEDP) sowie der maximalen Druckanstiegs-
(+dP/dt) und Druckabfallsgeschwindigkeit (-dP/dt)

Phase des Herzzyklus

Systole

Diastole

Parameter

Druckanstiegs-
geschwindigkeit

Linksventrikularer
entwickelter
Druck

Druckabfalls-
geschwindigkeit

Linksventrikularer
enddiastolischer
Druck

Abkiirzung

+dP/dt

LVDP

- dP/dt

LVEDP

Einheit

mmHg / sec

mmHg

mmHg / sec

mmHg

Tabelle 2.3: Parameter der kontraktilen, linksventrikularen Funktion

ein

Parameter

der

Kontraktionsphase wurde die

linksventrikulare

Druckanstiegsgeschwindigkeit (erste Ableitung der Ventrikeldruckkurve, +dP/dt)
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berechnet. Sie wird in der Literatur als Parameter zur Beschreibung der
Kontraktilitat genannt, da sie bei erhohter myokardialer Kontraktilitat ansteigt und
bei verminderter abfallt (Gleason und Braunwald 1962). Der linksventrikular
entwickelte Druck berechnet sich aus der Differenz zwischen systolischem
Spitzendruck und linksventrikularem enddiastolischem Druck. Zur
Charakterisierung der Relaxationsphase des Herzens wurde die linksventrikulare
Druckabfallsgeschwindigkeit (erste Ableitung der Ventrikeldruckkurve, -dP/dt)
bestimmt (Abb. 2.9). Anhand des linksventrikularen enddiastolischen Drucks kann
auf eine diastolische Dysfunktion mit verminderter Relaxation und konsekutiv

erhdhter Vorlast geschlossen werden.

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 TTC-Farbung und quantitative Infarktgré8enbestimmung

Zur Darstellung und Quantifizierung des infarzierten Myokards wurde die TTC-
Farbung angewandt. Das verwendete 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
(C19H1sN4Cl) fungiert als unspezifischer Protonenakzeptor mitochondrialer
Enzymsysteme, wie zum Beispiel Dehydrogenasen. Diese dienen der Synthese
von Energietragern des zellularen Struktur- und Arbeitsstoffwechsels, u. a. durch
die Phosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat
(ATP). Durch enzymatische Reduktion wird das hydrophile TTC zu rotem,
lipophilem Formazan umgewandelt, das sehr lichtempfindlich ist. Kommt es nun
posttraumatisch zu einer Stérung des mitochondrialen Stoffwechsels mit Verlust
der Enzymsysteme, bleibt in den betroffenen Arealen die Rotfarbung des
Gewebes aus. Auf diese Weise demarkiert sich geschadigtes,
stoffwechselinaktives Gewebe in der TTC-Farbung als weiRe Areale im Vergleich
zu gesundem Gewebe mit erhaltener Enzymaktivitat (rote Farbung) (Fishbein u. a.
1981; Vivaldi, Kloner und Schoen 1985).

Am Ende des Versuchsprotokolls wurden die Herzen sofort gewogen und
anschlieBend in der Transversalebene in circa 6 Schnitte a 1 mm Schichtdicke
geschnitten. Diese wurden bei 37 °C jeweils 10 Minuten in 1 %iger TTC-L6sung
inkubiert. Nach der Inkubationszeit von 20 min demarkierte sich ungefarbtes,
infarziertes Myokard von enzymatisch aktiven, roten Arealen (Abb. 2.10). Jeweils
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drei aufeinander folgende Schnitte aus der Mitte des Herzens wurden nun von
beiden Seiten mit standardisiertem Abstand und gleicher Vergrof3erung mit einem
Kameraaufsatz (Leica ICA) auf einem Leica MZ6 Mikroskop fotografiert (externe
Lichtquelle: KL 1500 electronic, Schott) und digitalisiert (Bilddatenbank V5.0, dhs).
Die Flache der infarzierten Areale wurde nun computergestutzt gemessen (ImageJ
1.42q / Java 1.6.0_10 (32-bit)). Das Infarktareal des gesamten Herzens wurde
uber die Mittelwerte der berlcksichtigten Schnitte errechnet und mit Angabe der

Standardabweichung ausgewertet.

Abb. 2.10: TTC-Farbung

Nativer Herzschnitt nach einem Kontrollprotokoll (1) sowie nach Farbung mit TTC (2).
Nekrotisches Herzmuskelgewebe verbleibt in 2 hell und ungefarbt, wahrend vitales
Gewebe rot gefarbt wird (d ~ 1 cm).

2.6.2 Bestimmung der Purine im koronarvendsen Effluat

2.6.2.1 Probenaufbereitung fir die HPLC

Die Proben des koronarvendsen Effluates wurden sofort eisgekuhlt, abgewogen
und tief gefroren. Aus der Dauer der Probengewinnung (min), dem Probengewicht
(g = ml) und dem Herzfeuchtgewicht (g) erfolgte die Bestimmung des koronaren
Flusses in ml/min/g. Fir die Bestimmung von Adenosin und Inosin wurden die
Proben zunachst mittels Festphasenextraktion konzentriert. Das vollstandige
Probenvolumen wurde auf SEP-PAK C-18 Saulen (WATERS) gegeben. Die
Nukleoside waren im salzhaltigen Perfusionsmedium geldst und mussten entsalzt
und konzentriert werden. Die Saulen wurden zunachst mit 5 ml 60 %igem
Methanol vorbereitet und anschlie®end mit 2 ml Aqua dest. (Milli-Q Reagent Water
System, MILLIPORE) gesplilt. Nachdem die Saulen mit 2 ml 10 mmol/l KH2POs-
Puffer aquilibriert worden waren, wurden die Proben aufgegeben. Anschlie3end
wurden die Salze durch Spulung mit 2 ml 10 mmol/l KH2PO4-Puffer eluiert und die
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Nukleoside mit 2 ml 60 %igem Methanol ausgewaschen und in Auffangglasern
gesammelt. Zur weiteren Konzentrierung wurden die Proben dann in einem
Evaporator eingedampft und anschlielRend mit 200 ul H20 resuspendiert. Davon

wurden 100 pl zur HPLC-Analyse eingesetzt.

2.6.2.2 HPLC-Analyse

Adenosin und Inosin wurden mittels reversed phase HPLC bestimmt. Das System
bestand aus einer computergesteuerten HPLC-Anlage mit
Niederdruckgradientensystem (Waters 600). Die Konzentrate wurden auf eine
HPLC-Saule (3,9 x 300 mm, 60 Angstrom, Nova-Pak C-18, Waters) gegeben und
mit einem Gradienten eluiert. Als Laufmittel wurden ein 25,95 mM
5,0 mit 96 % CH3COOH) und ein
Methanol-Wasser-Gemisch (Puffer B: MeOH : H20, 3:1) verwendet. Die Detektion

fur Adenosin und Inosin erfolgte mittels UV-Absorptionsmessung (Multiwavelength

Ammoniumacetat-Puffer (Puffer A: pH

Detector 490e, Waters) bei 254 nm. Das Injektionsvolumen fur Adenosin und
Inosin betrug 100 pl bei einer Flussrate von 1 ml/min. Der Gradient fur alle

durchgefuhrten Messungen kann Tabelle 2.4 entnommen werden.

Zeit (min) Fluss % A % B
0 1,00 95 5

15 1,00 30 70

17 1,00 0 100

22 1,00 0 100

25 1,00 95 5

33 1,00 95 5

Tabelle 2.4: Programmierung der HPLC-Laufmittelgradienten
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2.7 Auswertung und Statistik

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit der Statistiksoftware SPSS
Version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben und das Signifikanzniveau als p <0,05
festgelegt. Fur die Vergleiche mehrerer Gruppen wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (one way ANOVA) mit einer Korrektur fir Mehrfachvergleiche
nach Bonferroni angewendet. Fir den Vergleich von zwei normalverteilten
Gruppen wurde der student t-Test eingesetzt. Die Anzahl der jeweiligen Versuche
ist mit n angegeben. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels

Microsoft Excel.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung der extrazellularen Adenosinbildung
durch die Ekto-5’-Nukleotidase CD73 fur die ischamische Prakonditionierung von
isolierten Mauseherzen zu untersuchen. Hierflr sollten die kardioprotektiven
Effekte der ischamischen Prakonditionierung in Wildtyp-Mausen und CD73

defizienten Mausen miteinander verglichen werden.

In einem ersten Ansatz wurden 14 Wildtypen und 15 CD73 defiziente Mause
randomisiert den Versuchsgruppen ,Kontrolle* und ,IPC* zugeordnet. In einer
weiteren Versuchsreihe zur pharmakologischen Prakonditionierung wurden
weitere 20 Wildtyp-Mause auf die Gruppen ,Kontrolle®, ,IPC* und ,ADO" zufallig

verteilt.

Nach Etablierung des Versuchsprotokolls fur isoliert perfundierte Herzen an der
Langendorff-Anlage konnten Funktionsparameter (basaler LVDP, LVEDP, dP/dt),
InfarktgroRe ohne repetitive Ischamien und Ausmald der Infarktgrof3enreduktion
durch IPC sicher reproduziert werden. Alle 49 Mause (34 WT und 15 CD73), die
dem IPC/ Kontroll-, bzw. IPC/ ADO/ Kontroll-Protokoll zugefihrt wurden, konnten

in die Auswertung der Ergebnisse mit aufgenommen werden.

3.1 Ischamische Prakonditionierung in WT und CD73"-

3.1.1 Vergleich WT/ CD73* unter basalen Bedingungen ohne IPC

Unter basalen Bedingungen zu Beginn des Versuchsprotokolls bestanden keine
Unterschiede zwischen WT-Mausen und CD73 defizienten Mausen in den
erhobenen Funktionsparametern LVDP, LVEDP, max. dP/dt und min. dP/dt (Tab.
3.1). Der knock-out zeigte, analog zu publizierten Ergebnissen (Koszalka u. a.
2004), unter Ruhebedingungen einen tendenziell geringeren koronaren Fluss
bezogen auf das Herzfeuchtgewicht bei konstantem Perfusionsdruck als die WT-
Kontrolle. Vor der Indexischamie ist der Unterschied im koronaren Fluss nicht
mehr nachweisbar (CD73": 14 + 3 ml/min/g; WT: 15 + 4 ml/min/g, p > 0,05).
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WT (n = 14) CD73" (n=15)
LVDP (mmHg) 113+ 20 121+ 18
LVEDP (mmHg) 114 12+7
+ dP/dt (mmHg/sec) 4670 + 817 5338 £ 872
- dP/dt (mmHg/sec) -3648 £ 541 -4051 £ 616
koronarer Fluss 22+0,9 1,8+0,3
(ml/min)
normierter koronarer 16,5+7,3 11,4+19
Fluss (ml/min/g)

Tabelle 3.1: Basale LV-Funktionsparameter in WT und CD73""

CD737 Herzen zeigen keine veranderte kontraktile myokardiale Funktion unter
basalen Bedingungen verglichen mit dem WT. Lediglich der normierte koronare Fluss
ist tendenziell erniedrigt (p > 0,05).

n Herzfeuchtgewicht (mg)
WT Control 7 126 £ 16
CD73 Control 7 153 + 20
WT + IPC 7 147 + 35
CD73" +IPC 8 165+ 19

Tabelle 3.2: Herzfeuchtgewichte
Nach 90 Minuten Reperfusion zeigt sich ein tendenziell héheres Herzfeuchtgewicht im
CD73" im Vergleich zum korrespondierenden WT (p > 0,05).

CD73"-Mause zeigen keinen veranderten Phanotyp im Vergleich mit dem WT
(Buchheiser 2007; Koszalka u. a. 2004). Auffallig ist, dass die Herzen der CD73-
defizienten Mause tendenziell schwerer waren als die der korrespondierenden

Kontrollgruppe (Tab. 3.2). Ermittelt wurde das Herzfeuchtgewicht nach 90 Minuten
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Reperfusion am Ende des Versuchsprotokolls unmittelbar nach Abnehmen des

Herzens aus der Langendorff-Anlage vor TTC-Farbung.

3.1.2 Infarktflachenreduktion durch IPC

Die WT- und CD73"-Kontrollgruppen wurden nach einer mit Blick auf die IPC-
Zyklen und -gruppen ausreichenden Kontrollphase jeweils 20 Minuten globaler no-
flow Ischamie unterzogen. Im Mittel zeigte sich in der TTC-Farbung eine
Infarktflache von 46 + 6,3 % des Risikoareals (area of risk, AOR) in WT-Herzen,
wahrend in CD737-Herzen mit 56,1 + 7,6 % der AOR ein groReres Nekroseareal
zu beobachten war (p < 0,05). Wurden die Versuchsgruppen allerdings vor der
Indexischamie kurzen, repetitiven Ischamiezyklen ausgesetzt, konnte die
Infarktflache in WT-Méausen auf 26,8 +4,7 % AOR, bzw. in CD73" auf
25,6 £4,7 % AOR reduziert werden. Beide Versuchsgruppen unterscheiden sich
nicht hinsichtlich des Ausmales der infarzierten Flache nach Durchfihrung der
drei Prakonditionierungszyklen. Allerdings konnte im knock-out die Infarktflache im
Vergleich zur Kontrollgruppe um 54 % durch IPC reduziert werden. In den Wildtyp-

Kontrollen war lediglich eine Verminderung um im Mittel 42 % zu beobachten.

-IPC +IPC
p < 0,001

p < 0,001

p <0,05
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Abb. 3.1: InfarktgroBenreduktion durch IPC
IPC fiihrt zu einer Reduktion der Infarktflache in WT- und CD73"- Herzen (n = 7-8).
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Abb. 3.2: InfarktgroBenreduktion durch IPC im Herzschnitt
Darstellung der infarzierten Areale nach TTC-Farbung: A) WT Kontrolle; B) WT nach
IPC; C) CD73" Kontrolle; D) CD73"- nach IPC (& ~ 1 cm).

3.1.3 Funktionsparameter nach Ischémie und IPC

Abbildungen 3.3 bis 3.6 zeigen die deutlichen Einbuflen der myokardialen
Funktion nach Ischamie und Reperfusion im Vergleich zum Ausgangswert. Als
Mal fur die myokardiale Schadigung wurden der Abfall des linksventrikularen
Druckes (im WT von 108 + 21 mmHg auf 41 + 16 mmHg (p < 0,01); im CD737 von
122 £ 24 mmHg auf 27 £+ 15 mmHg (p <0,01), Abb. 3.3) und der maximalen
Druckanderungsgeschwindigkeit in der Anspannungsphase (im WT von
4559 + 793 mmHg/sec auf 2058 + 768 mmHg/sec (p < 0,01); im CD73” von
5351 £ 1151 mmHg/sec auf 1357 + 542 mmHg/sec (p < 0,01), Abb. 3.5)
aufgezeichnet.
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Abb. 3.3: LVDP nach IPC

Ischamische Prakonditionierung fihrt in beiden Versuchsgruppen nur zu einer
tendenziell verbesserten funktionellen Erholung nach 20 Minuten globaler Ischamie im
Vergleich zur nicht prakonditionierten Kontrollgruppe. In Reperfusion ist der LVDP
gegeniber den Basalwerten signifikant vermindert (jeweils n = 7-8).
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WT - IPC WT + IPC CD737--IPC CD73+IPC

Abb. 3.4: Erholung des LVDP in % des Basalwertes

CD73"-Herzen zeigen nach IPC eine bessere LVDP-Erholung (+ 19,2 + 14,4 % im
Vergleich mit vs. ohne IPC) als der WT (+ 10,5 £ 14,8 % im Vergleich mit vs. ohne
IPC) (n=7-8).
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Konnte durch ischamische Prakonditionierung eine deutliche Reduktion der
Infarktflache erzielt werden (Abb. 3.1-2), so hatten die morphologischen
Anderungen keine signifikante Verbesserung der Herzfunktion zur Folge. Es zeigt
sich jeweils nur eine tendenziell verbesserte Erholung nach IPC, gemessen als ein
Trend zu einer leichten Erhohung des LVDP (Abb. 3.3) und der systolischen
Anspannungsgeschwindigkeit (+dP/dt, Abb. 3.5). Abbildung 3.4 stellt den post-
ischamischen LVDP in Relation zum jeweiligen Ausgangsdruck dar. Hier zeigt sich
eine signifikant bessere Erholung nach IPC im knock-out (22,5 + 9,1 % ohne IPC
vs. 41,5+ 11,1 % mit IPC; p < 0,05), wahrend der WT weiterhin keine Signifikanz
erreicht (38,4 + 13,2 % ohne IPC vs. 48,9 + 6,6 % mit IPC; p > 0,05).

Nicht nur die systolische Funktion wurde durch die Ischamie beeintrachtigt, auch
die diastolische Relaxation der Herzmuskelzellen zeigte erhebliche Schaden. Als
Korrelat wurden der Anstieg des enddiastolischen Druckes im linken Ventrikel
(Abb. 3.5) und die Abnahme der Relaxationsgeschwindigkeit als Druckanderung

pro Zeit (Abb. 3.6) gemessen.
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Abb. 3.5: LVEDP nach IPC

In der Reperfusionsphase ist der linksventrikulare enddiastolische Druck als weiterer
Parameter der myokardialen Schadigung gegeniiber dem Ausgangswert erhoht. IPC
konnte hier keine statistisch signifikante Verringerung zeigen (n = 7-8).
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Abb. 3.6: dP/dt nach IPC

Auch die Anspannungs- und Relaxationsgeschwindigkeit konnte in beiden
Versuchsgruppen durch IPC nicht signifikant gehoben werden, im Vergleich zur
Kontrollgruppe (jeweils n = 7-8).

Im WT erhdhte sich der LVEDP von 11 £+ 3 mmHg auf 37 £ 13 mmHg (p < 0,03)
um mehr als das Dreifache, wahrend er sich im CD73” um den Faktor 4 erhdhte
(von 13 £10 mmHg auf 49 + 13 mmHg (p < 0,01)) (Abb. 3.5). Die Relaxations-
geschwindigkeit verringert sich analog auf ein Drittel bis ein Viertel des
Ausgangswertes (WT: von -3575 + 647 mmHg/sec auf -1281 £ 523 mmHg/sec
(p <0,01); CD73”: von -3991+ 776 mmHg/sec auf -917 +435 mmHg/sec
(p <0,01)) (Abb. 3.6). Auch hier zeigt sich nur eine tendenzielle Verbesserung
nach IPC.
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basal in Reperfusion

Abb. 3.7: Koronarer Fluss im Versuchsverlauf

Nach einer kurzen hyperamischen Phase sinkt der koronare Fluss in Reperfusion auf
praischamische Werte. Die prakonditionierten Herzen zeigen hier einen tendenziell
héheren Fluss als die jeweilige Kontrollgruppe (n = 7-8).

basal 1 min 30 min 60 min 90 min

Reperf. Reperf. Reperf. Reperf.

WT 1,8 2,5 1,7 1,5 1,4
Control +0,6 +0,7 +0,7 +0,7 +0,6
WT 1,8 2,7 1,9 1,9 1,8
+|PC +04 +0,5 +0,7 +0,9 +0,8
CD73"- 1,5 2,0 1,3 1,1 1,0
Control +0,5 +0,5 +0,3 +0,5 +0,5
CD73- 1,7 2,6 1,9 1,7 1,5
+|PC +0,6 +04 +0,6 +0,6 +0,7

Tabelle 3.3: Koronarer Fluss basal und in Reperfusion
Unmittelbar zu Beginn der Reperfusion zeigte der koronare Fluss (ml/min) einen
Trend zu erhdhten Werten verglichen mit dem Ausgangsniveau (n = 7-8).

Um zu untersuchen, ob die Erholung der myokardialen Funktion moglicherweise
durch eine auch in der Reperfusion eingeschrankte Sauerstoffversorgung bedingt
sein konnte, wurde die Perfusion kontinuierlich gemessen (Abb. 3.7, Tab. 3.3). Der
koronare Fluss als Mal flr die Substratversorgung des Myokards ging in der

Reperfusionsphase nach einer kurzen hyperamischen Phase auf ein, im Vergleich
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zum praischamischen Niveau, geringeres Level zuruck. Die Flussraten in den

Interventionsgruppen lagen hierbei konstant Gber denen der jeweiligen Kontrolle,

ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen. Der Perfusionsdruck zeigte

dabei nur

geringe Schwankungen wahrend des gesamten Reperfusions-

zeitraumes (Abb. 3.8, Tab. 3.4). Insbesondere im direkten Vergleich der Versuchs-

gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und CD73"--

Mausen im Hinblick auf die funktionelle Erholung des Herzmuskels.

100

Perfusionsdruck (mmHg)
5 3 3

N
o

oWT - IPC; = CD73"-IPC
o WT + IPC; e CD73" +IPC

SF_M

1 min 2 min 5 min 10 min 20 min 30 min 60 min 90 min

Reperfusion

Abb. 3.8: Perfusionsdruck im Versuchsverlauf
Die Perfusion der Herzen wurde bis Versuchsende druckkonstant durchgefiihrt
(jeweils n = 7-8).

1 min 30 min 60 min 90 min

Reperf. Reperf. Reperf. Reperf.

WT 82,5 80,5 77,6 74,6
Control +2,9 +3,3 +4,5 +4,2
WT 76,4 80,6 79,7 79,8
+I1PC +3,9 5,9 1 3,1 +0,8
CD73"- 83,2 81,7 81,6 77,7
Control +1,4 +29 +1,8 +26
CD73"- 75,8 78,9 78,2 78,7
+I1PC +5,1 +27 + 3,2 +2,6

Tabelle 3.4: Perfusionsdruck (mmHg) in der Reperfusionsphase (jeweils n = 7-8)
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3.1.4 Purinkonzentrationen im koronarvendésen Effluat

Zu definierten Zeitpunkten wurde das koronarvendse Effluat gesammelt und einer
HPLC-Analyse zugefuhrt. Um die Bedeutung der Ekto-5’-Nukleotidase CD73 flr
die extrazellulare Adenosinbildung abschatzen zu konnen, ist der Vergleich der
Adenosinkonzentrationen unter Ruhebedingungen von Interesse (Tab. 3.5). Am
isolierten Herzen zeigte sich wahrend der Einschlagphase des Herzens eine
basale Adenosinfreisetzung von 400 + 521 pmol/min/g Myokard in den Wildtypen
und von 307 x 547 pmol/min/g Myokard in den CD73-defizienten Mausen (p >
0,05).

Adenosin (pmol/min/g)  Inosin (pmol/min/g)
WT 400 £ 521 867 + 641

CD73 307 £ 547 938 + 681

Tabelle 3.5: Basale Purinkonzentrationen im koronarvenésen Effluat
Unter basalen Bedingungen tragt die extrazellulare Adenosinbildung durch die CD73
nicht wesentlich zur gesamten Adenosinfreisetzung bei (n = 14-15).

Im Effluat konnten unter physiologischen Ruhebedingungen zu Beginn des
Versuchsprotokolls keine Unterschiede in der Adenosinkonzentration zwischen
WT und CD73" verzeichnet werden (WT 15 + 6 pmol/ml; CD737 17 + 7 pmol/ml;
p > 0,05). Auch bezlglich der Freisetzung und koronarvendsen Konzentration des
direkten Adenosinmetaboliten Inosin in  Ruhe konnten keine statistisch
signifikanten Differenzen zwischen WT (52 =29 pmol/ml) und knock-out
(66 = 22 pmol/ml) beobachtet werden (p > 0,05). Adenosin wird als ein wichtiger
Mediator der ischamischen Prakonditionierung postuliert. Insbesondere in Phasen
von Sauerstoff-Mangel wie Ischamie und Hypoxie, auch Uber kurze Zeitraume,
wird das Nukleosid als Stoffwechselprodukt in der Zelle akkumulieren und in den
interstitiellen Raum freigesetzt werden kénnen. Zu Beginn der Reperfusion werden
die angefallenen Metabolite aus dem Koronarsystem herausgeschwemmt. Die
Messung der Purinkonzentration zu Beginn jeder Reperfusionsphase spiegelt so
die wahrend der Ischamie im Gewebe vorliegende Adenosinmenge wider. Die
Betrachtung der maximalen gemessenen Konzentrationen flir Adenosin und Inosin
direkt nach der ersten Ischamiephase gibt auch einen Hinweis auf das
Missverhaltnis von ATP-Angebot und -Verbrauch in Stresssituationen (Tab. 3.6).
Innerhalb der nachsten Minuten fallen die Adenosinkonzentrationen auf fast

basale Werte ab.
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basal nach nach nach vor

IPC 1 IPC 2 IPC 3 Index-
Ischamie
Adenosin WT 15 1611 697 522 37
(pmol/ml) +6 + 759 +209 * +398 * +33
CD73 17 2214 1079 600 28
+7 + 644 +307” +197 * +28
Inosin WT 52 5390 1660 771 19
(pmol/ml) +29 + 2095 * +524 * +433* +14
CD73" 70 11604 3157 1248 20
+26 +3962* +1201* +372* +13

Tabelle 3.6: Purinkonzentrationen nach IPC-Zyklen

Dargestellt sind die Adenosinkonzentrationen im koronarvendsen Effluat unter
Basalbedingungen, unmittelbar nach Ende jeder Prakonditionierungsischamie und
direkt vor der Indexischamie. Trotz defizienter extrazellularer Adenosinproduktion
durch die Ekto-Nukleotidase erreicht die Adenosinkonzentration im Effluat im CD73
konstant hohere Werte als der WT. Die signifikant hohere Inosinkonzentration im
Effluat scheint fir einen gesteigerten Metabolismus im knock-out Tier zu sprechen
(n=7-8).

*p <0,05WT vs. CD73-

o WT +IPC; e CD73" +IPC

Adenosin (nmol/ml)

nach IPC 1 nach IPC 2 nach IPC 3

Abb.3.9: Zeitverlauf der Adenosinkonzentration

Die Probensammlung erfolgte nach jeder 5 minutigen Prakonditionierungsischamie zu
den Zeitpunkten 0sec, 10sec, 20sec (Sammelzeitraum 10sec) und 3 min
(Sammelzeitraum 2 min). CD73* Herzen  zeigen keine  verringerte
Adenosinfreisetzung, sondern insbesondere nach jeder kurzen Ischamie sogar

erhdhte Adenosinkonzentrationen (* p < 0,05) im Effluat im Vergleich zum WT (n = 7-
8).
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Abbildung 3.9 zeigt diesen Verlauf wahrend der drei durchgefuhrten Zyklen aus
kurzer Ischamie mit folgender Reperfusion. Der CD73" zeigt keine geringere
Adenosinfreisetzung, vielmehr wurden im Effluat des knock-outs konstant hohere
Adenosinkonzentrationen nach jeder Ischamie gemessen als im WT, jedoch ohne

ein signifikantes Niveau zu erreichen.

Die gemessenen Inosinkonzentrationen spiegeln diese Verhaltnisse analog wider
(Abb. 3.10). Hier zeigt die CD73 defiziente Maus noch deutlicher eine konstant

hdhere Inosinfreisetzung als die Wildtypen, besonders unmittelbar nach jeder

5 minutigen Ischamie.

o WT +IPC; e CD73"- +IPC
16

12

Inosin (nmol/ml)

nach IPC 1 nach IPC 2 nach IPC 3

Abb. 3.10: Zeitverlauf der Inosinkonzentration

Die Inosinkonzentration im Probenvolumen unterscheidet sich unmittelbar nach jeder
5 minitigen Ischamie signifikant (*, p < 0,05) zwischen den Versuchsgruppen (n = 7-
8).

3.2 Pharmakologische Prakonditionierung durch Infusion von Adenosin

3.2.1 Infarktgré3enreduktion durch Infusion von Adenosin

Anhand der oben aufgefihrten HPLC-Daten kann die Adenosinkonzentration
abgeschatzt werden, die wahrend einer Ischamie mindestens im Gewebe erreicht
wurde. Um zu untersuchen, ob in diesem konkreten Versuchsaufbau Adenosin
allein in der Lage ist, protektive Effekte auszulésen, wurde das Nukleosid in
ahnlicher Konzentration direkt infundiert. Im Vergleich zu WT-Kontrollen ohne
prakonditionierende MalRnahmen, konnte eine Reduktion der Infarktflache um im

Mittel 35,5 % mit Hilfe der klassischen ischamischen Prakonditionierung, bzw. um
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41,7 % nach pharmakologischer Prakonditionierung erreicht werden (Abb. 3.11).
Das Ausmal der infarzierten Flache nach IPC, bzw. nach Infusion von Adenosin

unterschied sich nicht signifikant voneinander (Abb. 3.12).

v

Abb. 3.11: ICP vs. pPC im Herzschnitt

TTC-gefarbte Herzschnitte von Wildtyp-Mausen nach 20 Minuten globaler Ischamie
ohne Prakonditionierung (A), nach ischamischer Prakonditionierung (B) und nach
Infusion von 2,5 yM Adenosin (C) (d ~ 1 cm).

p <0,05

80 p <0,05

2]
o

S
o

InfarktgréRe (% area of risk)
N
o

WT - IPC WT + IPC WT + Adenosin

Abb. 3.12: InfarktgroBenreduktion durch IPC und pPC
Pharmakologische = Prakonditionierung mit Adenosin zeigt den gleichen
kardioprotektiven Effekt wie IPC (n = 6).

3.2.2 Funktionsparameter nach IPC, bzw. pharmakologischer PC

Die Abbildungen 3.13 bis 3.15 zeigen die gemessenen Funktionsparameter in
Ruhe und deren Anderung nach Ischamie/ Reperfusion. Wie bereits im ersten
Versuchsteil beobachtet, konnte auch in diesem Versuchsansatz keine signifikante
Erholung der kontraktilen  Funktion durch klassische ischamische
Prakonditionierung erzielt werden. Auch nach pharmakologischer
Prakonditionierung zeigte sich am isoliert perfundierten WT-Herzen keine
signifikant bessere Druckentwicklung im Vergleich zur nicht prakonditionierten
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Kontrollgruppe. Tendenziell zeigte die Gruppe nach Infusion von Adenosin eine

starkere Normalisierung der Funktionsparameter als die Herzen nach IPC

(p > 0,05).
basal in Reperfusion
n. s.
I 1
n. s.
160 n. s.
1
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Adenosin Adenosin

Abb. 3.13: LVDP nach IPC und pPC

Auch nach pharmakologischer Prakonditionierung zeigt sich trotz morphologischer
Protektion keine signifikante funktionelle Verbesserung der durch die Ischamie
reduzierten Druckentwicklung (¥, p < 0,05 im Vergleich zum Basalwert) (n = 6)...

basal in Reperfusion
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Adenosin Adenosin

Abb. 3.14: LVEDP nach IPC und pPC
... der diastolischen Dysfunktion (*, p < 0,05 im Vergleich zum Basalwert) (n = 6)...



basal in Reperfusion
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Abb. 3.15: dP/dt nach IPC und pPC
... und der Druckanstiegsgeschwindigkeit (*, p < 0,05 im Vergleich zum Basalwert) (n
=6).
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Abb. 3.16: Koronarer Fluss in Reperfusion nach IPC und pPC

Bei basal identischen Flussraten, zeigt sich ein hoheres Flussniveau nach
ischamischer und pharmakologischer Prakonditionierung im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Zu Versuchsende besteht kein Unterschied zum jeweiligen
Ausgangswert vor der Ischamie (n = 6).
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Der Fluss durch die Koronarien unterschied sich nicht signifikant zwischen den
drei Versuchsgruppen. Das tendenziell hdhere Flussniveau wahrend der
Reperfusion, das bereits in der ersten Versuchsreihe beobachtet wurde (Abb. 3.7),
konnte in der Gruppe der pharmakologisch prakonditionierten Tiere ebenfalls
reproduziert werden (Abb. 3.16, Tab. 3.8).

basal 1 min 30 min 60 min 90 min

Reperf. Reperf. Reperf. Reperf.

WT 1,9 2,4 1,7 1,6 1,5
Control +0,2 +0,5 +0,3 +0,2 +0,2
WT 2,1 3,0 2,3 2.1 2,0
+|PC +0,3 +04 +04 +04 +04
WT 1,8 3,0 2,1 2,0 1,9
+ Adenosin +0,7 +0,5 +0,5 +0,4 +0,4

Tabelle 3.7: Koronarer Fluss in Reperfusion nach IPC und pPC

Die Flussraten, angegeben in ml/min, liegen nach ischdmischer und
pharmakologischer Prakonditionierung konstant tiber denen der Kontrollgruppe, ohne
jedoch statistische Signifikanz zu erreichen (n = 6).

3.2.3 Purinkonzentrationen im koronarvenésen Effluat

Als Kontrolle Uber die zugefuhrte Adenosinkonzentration wurden auch in dieser
Versuchsreihe unmittelbar nach jeder kurzen Ischamie einer IPC-Phase, bzw. zu
vergleichbaren Zeitpunkten im Kontrollprotokoll nach 5 Minuten Infusion von
Adenosin Proben des koronarvendsen Effluates enthommen. So kénnen RuUck-
schlisse auf die wahrscheinlich im Gewebe vorliegenden Adenosin-
konzentrationen gezogen werden. Tabelle 3.8 zeigt die gemessenen Adenosin-
konzentrationen im koronarvendsen Effluat. Basal und vor der Indexischamie
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet
werden (p > 0,05). Auffallig ist hingegen, dass die Infusion einer immer gleichen
Adenosinkonzentration die Schwankungen der endogenen Adenosinfreisetzung
wahrend dreier IPC-Zyklen nur ungenligend wiedergibt. Im Vergleich zur
klassischen ischamischen Prakonditionierung wurde initial eine geringere
Adenosinkonzentration im Effluat gemessen (p < 0,05). Da die infundierte

Adenosinmenge nicht reduziert wurde, lagen im Gewebe nach dem zweiten
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(+ IPC: 673 + 395 pmol/l; + Adenosin: 1272 £ 600 pmol/l; p > 0,05) und besonders
nach dem dritten Zyklus (+ IPC 380 + 297 pmol/l; + Adenosin: 1259 + 669 pmol/l;

IPC-

p <0,05) deutlich hoéhere Adenosinkonzentrationen vor, als in der
Kontrollgruppe.
basal nach nach nach vor
IPC1 IPC 2 IPC 3 Index-
Ischamie
WT + IPC 3 1902 673 380 30
2 + 587 * + 395 3297 A +16
WT + 4 1024 1273 1259 10
Adenosin +6 + 306 * + 600 + 669 A +18

Tabelle 3.8: Adenosinkonzentration wahrend IPC und pPC
Die Infusion einer Losung mit einer konstanten Adenosinkonzentration spiegelt nicht
die physiologischen Verhaltnisse wahrend der ischamischen Prakonditionierung
wider. Die gemessenen Adenosinkonzentrationen im koronarvendsen Effluat in
pmol/ml unterscheiden sich signifikant nach der ersten und dritten Ischamie

(*=p <0,05) (n = 6).
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Das Ziel dieser Arbeit war, die Bedeutung der extrazellularen Ekto-5-Nukleotidase
CD73 fur die ischamische Prakonditionierung am Modell des retrograd salin
perfundierten, isolierten Mauseherzens zu beurteilen. Dazu wurde zunachst das
Potential der Herzmuskelprotektion durch drei repetitive Ischamien in Wildtyp-
Mausen am Langendorff-Modell betrachtet und anschlielRend mit dem Effekt der
IPC auf die Ischamietoleranz CD73-defizienter Mauseherzen verglichen. Das
wichtigste Ergebnis dieser Arbeit ist der Befund, dass die CD737 Mé&use
gemessen an der morphologischen und funktionellen Erholung nach Ischamie und
Reperfusion keine geringere Herzprotektion durch ischamische Prakonditionierung
als die WT-Kontrollen aufwiesen, sondern ganz im Gegenteil eine vergleichbare
InfarktgroRenreduktion beobachtet werden konnte (Abb. 3.1). Vergleiche der
Adenosinkonzentration im koronarvendsen Effluat von Wildtyp und knock-out
ermoglichten es, den Einfluss der extrazellularen Adenosinbildung durch die Ekto-
5’-Nukleotidase CD73 in vitro auch quantitativ abzuschatzen. Trotz genetischer
Deletion der CD73 konnte hier keine reduzierte Adenosinfreisetzung beobachtet
werden (Abb. 3.8). Die durch klassische ischamische Prakonditionierung in
diesem Modell freigesetzten Adenosinmengen scheinen dabei ausreichend fur die
Erklarung der Herzprotektion zu sein. Pharmakologische Prakonditionierung durch
Infusion von 2,5 umol/l Adenosin zeigte einen vergleichbaren Effekt wie die
klassische ischamische Prakonditionierung (Abb. 3.11). Zusammengefasst zeigen
diese Ergebnisse, dass in vitro die extrazellulare Adenosinbildung speziell durch
die Ekto-5'-Nukleotidase CD73 eine untergeordnete Rolle fur die Herzprotektion

durch ischamische Prakonditionierung spielt.

4.2 Adenosinmetabolismus

Wie in der Einleitung (Kap. 1.3) ausgefuhrt, wird Adenosin schon seit langer Zeit
als ein endogenes Stressmolekill betrachtet. Insbesondere das extrazellular
vorliegende Adenosin Ubt einen erheblichen Einfluss auf die Immunantwort und
die Anpassung an Sauerstoffmangelzustande aus (Fredholm 2007; Bilzer und

Gerbes 2002). Uber die membranstandigen Adenosinrezeptoren, die sich ubiquitar
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im Korper finden, sowohl beim Menschen als auch im Tiermodell, werden
differenzierte Wirkungen vermittelt (Linden 2001). Die Bedeutung der CD73-
abhangigen Adenosinbildung wurde in der vorliegenden Studie im Vergleich
knock-out zu Wildtyp anhand der koronarvendsen Adenosinkonzentrationen und

der Purinfreisetzungsrate untersucht.

4.2.1 Adenosinkonzentration unter Ausgangsbedingungen

In dem vorliegenden Modell sollte die Bedeutung der CD73-abhangigen
Adenosinbildung beurteilt werden. Insbesondere die interstitielle Nukleosid-
konzentration scheint auf Grund der raumlichen Nahe zu den kardiomyozytaren
Adenosinrezeptoren bedeutsam zu sein (Fredholm u. a. 2011). Das Interstitium ist
direkten Messungen nur schwer und mit erheblichem apparativ-technischem
Aufwand zuganglich. Die interstitiellen Adenosinkonzentrationen kdonnen durch
Messung im koronarvendsen Effluat unter steady-state Bedingungen abgeschatzt
werden (Lasley u. a. 1998). In der vorliegenden Studie liegt dieser
Gleichgewichtszustand nur nach Abschluss der Equilibrierungsphase unter
Basalbedingungen vor (Zeitpunkt 1, Abb. 3.8). Unter Ausgangsbedingungen
waren vergleichbare Adenosinkonzentrationen im WT und CD73” messbar
(15 £ 6 pmol/ml, bzw. 17 £7 pmol/ml, p > 0,05) bei einer Freisetzungsrate von
400 + 521 pmol/min/g. In Studien an isolierten Mauseherzen beschrieb die
Arbeitsgruppe um Deussen absolut vergleichbare Purinkonzentrationen unter
Gleichgewichtsbedingungen (15,7 pmol/ml) bei einer Freisetzungsrate von
156 + 13 pmol/min/g (Deussen, Weichsel und Pexa 2006). In der vorliegenden
Untersuchung erfolgte die Messung des Herzgewichtes als Feuchtgewicht ohne
standardisiertes Trocknungsprotokoll. Der unterschiedliche Restwassergehalt der
Herzen, sowohl ventrikular als auch interstitiell, mag zu der beobachteten hohen

Standardabweichung der Adenosinfreisetzungsraten beigetragen haben.

4.2.2 Adenosin in Ischdmie und Reperfusion

Sind die anfangs (Kap 1.3.2) erlauterten Zustdnde des kardialen Nukleotid- und
Purinstoffwechsels unter Bedingung der Normoxie und Hypoxie noch gut im
Steady-state zu untersuchen, so trifft dies auf die hochgradig dynamischen
Veranderungen bei Ischamie und Reperfusion nicht zu. Bereits eine moderate

Hypoxie (40 % O2) flihrte zu einem 20-fachen Anstieg der koronarvendsen
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Adenosinfreisetzung im Vergleich zur Normoxie (95 % O2). Im Vergleich dazu
erscheint der Abfall der freien Energie durch ATP-Hydrolyse von
-62,7 + 1,2 kd/mol (Normoxie) auf -57,3 £ 0,8 kJ/mol (Hypoxie) sehr moderat
(Decking u. a. 1997). Wahrend einer Ischamie werden die myokardialen Speicher
fur energiereiche Phosphate in Form von Kreatininphosphat und ATP innerhalb
weniger Minuten entleert. Konsekutiv steigen die Spiegel der Nukleotidderivate
ADP und AMP initial an, bevor auch diese auf subphysiologische Mengen
abfallen. Der massiv gesteigerte Nukleotidabbau mindet in hohen
Purinkonzentrationen, wobei die resultierende Inosinkonzentration die
Adenosinmenge deutlich Ubersteigt (Jones u. a. 1976). In der Reperfusionsphase
werden die CP-Speicher innerhalb von 30 min wieder weitestgehend aufgefillt
(DeBoer u. a. 1980), die ATP-Depletion war im Gegensatz dazu bis zu 72 Stunden
nach einer Ischamie im Hundemodell nachweisbar (Lange u. a. 1984). Der
massive Abbau von ATP bei reduzierter Rephosphorylierung durch die Adenosin-
kinase (Decking, Schlieper, u. a. 1997) wird zu dramatisch erhéhten intrazellularen
Adenosinspiegeln fuhren. Adenosin wird dann mittels erleichterter Diffusion nach
extrazellular freigesetzt (Kap. 1.3.3, Fredholm u. a. 1994). Bei sehr hohen
intrazellularen Adenosinkonzentrationen kann die Nukleosidfreisetzung auch
Transporter-unabhangig durch direkte Diffusion Uber die Zellmembran erfolgen
(Fredholm u. a. 2001; Takahashi u. a. 2010). Auch ohne irreversible Schadigung
der Zellmembran, wie bei den milden Ischamien im Rahmen der IPC-Zyklen, ist so

von einer massiven Adenosinfreisetzung nach extrazellular auszugehen.

4.3 Messung der extrazellularen Adenosinkonzentration
4.3.1 Besteht eine Korrelation zwischen koronarvendéser und interstitieller
Adenosinkonzentration?

Die methodische Schwierigkeit besteht in dem hier gewahlten Modell darin,
aulBerhalb des steady-state die Adenosinkonzentrationen in der interstitiellen
Flissigkeit anhand von Messungen im koronarvendsen Effluat abzuschatzen. Im
Schweineherzen wurden mittels Mikrodialyse interstitielle
Adenosinkonzentrationen von 780 £ 100 pmol/ml und 300 + 110 pmol/ml im
koronarvenosen Effluat im Basalzustand gemessen. Also wird die

Adenosinkonzentration im Gewebezwischenraum unter Ausgangsbedingungen

58



eher unterschatzt werden. Zu Beginn der Reperfusion nach Okklusion einer
Koronararterie wurden im Interstitium und korrespondierend im Effluat deutlich
hohere Purinkonzentrationen gemessen (27,4 £ 4,5 nmol/ml, bzw.
24,1 £ 0,1 nmol/ml). Insbesondere unter Bedingungen von Ischamie und
Reperfusion scheint eine enge Korrelation zwischen interstitiell vorliegenden und
im Effluat gemessenen Adenosinkonzentrationen zu bestehen. Sind die Purin-
konzentrationen unter Ruhebedingungen im Interstitium noch héher als im Effluat,
so gleichen sich die Konzentrationen unter den extremen Bedingungen von
Ischamie und Reperfusion weitgehend an. Intrakoronare Adenosininfusion kehrt
den Gradienten zugunsten von hoheren intravasalen Adenosinkonzentrationen um
(Lasley u. a. 1998). Einen Hinweis auf die mindestens vorliegenden interstitiellen
Konzentrationen gibt das Verhaltnis aus infundierter Adenosinmenge und der
gemessenen koronarvendsen Adenosinkonzentration in isolierten WT-Herzen.
Nach Infusion von 2,5 uM Adenosinlésung wurden chromatografisch im Mittel
1,2 yM im Effluat ermittelt (Tab. 3.5). Vergleichbare Konzentrationen wurden auch
bei klassischer IPC von Wildtypen im Mittel nach dem ersten
Prakonditionierungszyklus gemessen (Tab. 3.4-3.5). Daher ist von effektiv im
interstitiellen Raum vorliegenden Adenosinkonzentrationen im mehrfachen
MMolaren Bereich wahrend der IPC-Ischamien auszugehen. Bei der Interpretation
dieser Messwerte ist zu bertcksichtigen, dass Adenosin auf Grund einer schnellen
Aufnahme nach intrazellular und eines rapiden intra- und extrazellularen Abbaus
durch Desaminasen nur eine Halbwertszeit von unter 1,5 Sekunden hat (Moser,
Schrader und Deussen 1989). Die wahren interstitiellen Konzentrationen werden

daher sehr wahrscheinlich noch unterschatzt.

4.3.2 Das Endothel als metabolische Barriere

Die Bedeutung des Endothels als metabolische Barriere erschwert Gber die oben
beschriebenen Verhaltnisse hinaus noch die Interpretation der real im Interstitium
vorliegenden Konzentrationen von Adenosin. Insbesondere nach intrakoronarer
Adenosininfusion sind die resultierenden interstitiellen Wirkspiegel nur schwer
abschatzbar (Lasley u. a. 1998). Der endothelialen Stoffwechselschranke wurde
eine Kapazitdt bis zu mehreren pmol/l zugeschrieben (Nees u. a. 1985).
Manintveld u. a. untersuchten in anasthesierten Ratten weitere mogliche Effekte

intravends zugeflhrten Adenosins unter besonderer Bericksichtigung der
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Barrierefunktion des Endothels. Mittels Mikrodialyse konnten sie nach IPC einen
Anstieg der interstitiellen Adenosinkonzentration um den Faktor funf bis acht
gegenuber dem Ausgangswert nachweisen. Eine Infusion von 200 pg/min
Adenosin zeigte keine Anderungen des interstitiellen Adenosinlevels. Daraus
schlieen die Autoren, dass intravasal produziertes oder zugefuhrtes Adenosin im
Gefallkompartiment verbleibt und dort seine Wirkung ausubt. Als Effektoren
werden veranderte NO- und Prostaglandinspiegel, sowie die Einbeziehung
neurogener Signalwege in vivo vermutet (Manintveld u. a. 2005).

Wurde fur Kardiomyozyten die grof’e Bedeutung der Adenosinkinase fur den
Purinmetabolismus nachgewiesen, so zeigt die Adenosindesaminase in
Endothelzellen eine starkere Aktivitat als in Myozyten (Deussen u. a. 1999). Zu
der weiter oben bereits erwahnten gesamten kardialen Adenosinproduktion tragt
das Endothel nur zu ungefahr 5 % bei (Deussen, Modser und Schrader 1986).
Daraus lasst sich schliel3en, dass das Endothel weniger eine bedeutende Quelle
von Adenosin in diesem Zusammenhang darstellt, sondern dass Purine hier
vielmehr abgebaut werden. Diese hohe endotheliale Stoffwechselkapazitat macht
es notwendig, den Extrazellularraum auch metabolisch und funktionell in ein

interstitielles und ein intravasales Kompartiment zu unterteilen.

4.4 Bedeutung der CD73-vermittelten Adenosinbildung

Um therapeutische Maoglichkeiten der Adenosin-vermittelten Gewebeprotektion
besser verstehen zu konnen, ist es essentiell, die Quellen des extrazellularen
Nukleosids zu untersuchen. Vereinfacht sind zwei unterschiedliche Herkunftsorte
des Adenosins denkbar: Auf der einen Seite die intrazelluldare Bildung von
Adenosin aus Nukleotiden durch cytoplasmatische Nukleotidasen (cN-I und cN-II)
und folgende Freisetzung in den interstitiellen Raum, auf der anderen Seite die
primar extrazelluldare Bildung aus Vorlauferverbindungen. In Abwesenheit
katalytischer Enzyme zur Hydrolyse von Nukleotiden waren extrazellulares ATP,
ADP und AMP relativ stabil. Auf einer Vielzahl unterschiedlicher Zellarten konnten
Nukleotid-Phosphohydrolasen (CD39 und CD73) nachgewiesen werden (Eltzschig
2009). Wie bereits naher ausgeflihrt besteht unter normoxischen Bedingungen auf
Grund der kontinuierlichen extrazellularen Bildung und rapiden intrazellularen

Verstoffwechslung ein Konzentrationsgradient nach intrazellular. Deussen konnte
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zeigen, dass unter normoxischen Ausgangsbedingungen mehr als 80 % der
kardialen Adenosinproduktion intrazellular erfolgt und nur ein geringer Teil primar
extrazellular gebildet wird (Deussen u. a. 1999). Einigkeit scheint darlber zu
bestehen, dass der Hydrolyse von S-Adenosyl-Homocystein (Kroll u. a. 1993) und
der AMP-Dephosphorylierung durch die Alkalische Phosphatase nur ein sehr
geringer quantitativer Stellenwert zukommt (Koszalka u. a. 2004). Der Beitrag der
extrazelluldaren 5’-Nukleotidase CD73 wird in der Literatur kontrovers diskutiert. In
der hier durchgefiihrten Studie zeigte sich keine quantitativ bedeutsame Anderung
der Adenosinbildung im Vergleich knock-out zu Wildtyp, weder basal noch nach
Ischamie (Abb. 3.8). Ubereinstimmend mit diesen Befunden sahen Borst und
Schrader im isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen keinerlei Veranderung
in der Adenosinfreisetzung nach pharmakologischer Inhibierung der CD73 (Borst
und Schrader 1991). In der gleichen Spezies konnte Headrick jedoch eine
signifikant reduzierte koronarvendse Adenosinfreisetzung unter Normoxie und
Hypoxie nachweisen (Headrick, Matherne und Berne 1992). /n vivo konnte ein
relevanter Einfluss der CD73 auf die extrazellulare Adenosinbildung nach einer
Ischamie beobachtet werden (Kitakaze u. a. 1994). Basal zeigten sich nach
pharmakologischer Blockierung der Ekto-5’-Nukleotidase absolut identische
Adenosinkonzentrationen im Vergleich zur nicht behandelten Kontroligruppe
(57 £ 2 pmol/ml vs. 57 = 3 pmol/ml). Auch Eckle sieht in seinem CD73-defizienten
Mausmodell erniedrigte Adenosinspiegel basal und nach Ischamie (Eckle u. a.
2007). Trotz verminderter absoluter Adenosinkonzentrationen bleiben die relativen
postischamischen Nukleosidanstiege sowohl nach pharmakologischer Inhibierung
(Headrick, Matherne und Berne 1992) als auch nach genetischer Deletion (Eckle
u. a. 2007) vergleichbar zum CD73 funktionstiichtigen Wildtyp. Bezogen auf die
dargestellten Anderungen der Adenosinproduktion und -freisetzung in Ruhe und
Hypoxie, sowie Ischamie Iasst sich daraus folgern, dass vor allem Kardiomyozyten
wahrend der kurzen Ischamien das IPC-Zyklus Adenosin in mikro-molaren
Konzentrationen in das Interstitium freisetzen. Der extrazellularen Adenosin-
bildung kommt also nur eine quantitativ geringe Rolle zu. Auf vielen
unterschiedlichen Geweben konnte eine Expression von CD73 nachgewiesen
werden. Die hdchste Enzymaktivitat wurde im Colon nachgewiesen, gefolgt von
Gehirn und Niere mit ungefahr 50 % der im Dickdarm gemessenen Aktivitat. Im

Herzmuskelgewebe wurde nur eine verhaltnismalig geringe Enzymexpression
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gemessen (Thompson u. a. 2004) Auch auf Endothelzellen wurde CD73
nachgewiesen (Lennon u. a. 1998; Colgan u. a. 2006). Es ist davon auszugehen,
dass die primare Effektorzelle der ischamischen Prakonditionierung der
Kardiomyozyt mit membranstandigen Adenosinrezeptoren ist (Tissier, Cohen und
Downey 2007). Um einen qualitativen Einfluss der CD73 anzunehmen, musste
das intravasal gebildete Adenosin nach interstitiell gelangen. Wie weiter oben
ausgefihrt (Kap. 4.2.2), wird Adenosin aus Kardiomyozyten nach einer Ischamie
in MM Mengen freigesetzt. Einer Diffusion von intravasalem Adenosin nach
interstitiell stehen so das deutliche Konzentrationsgefalle in Richtung intravasal

und die metabolische Barriere des Endothels (Kap 4.3.2) entgegen.

4.5 Rezeptoraktivierung unter Beriicksichtigung der gemessenen Adenosin-
konzentrationen
Auf Grund der kurzen Halbwertszeit und der effektiven Barriere des Endothels
wird der Groldteii der myokardial freigesetzten  Nukleoside im
Zwischengeweberaum verbleiben und myokardiale Adenosinrezeptoren im Sinne
einer auto- und parakrinen Sekretion aktivieren. Wie in Kapitel 1.3.1 ausgefuhrt,
vermitteln vier Adenosinrezeptoren die differenzierten Wirkungen ins Zellinnere:
Die hochaffinen Adenosinrezeptoren A1 und A2a und die niedrigaffinen Azs und As.
Die in der vorgestellten Studie infundierte Adenosinkonzentration zur
pharmakologischen Prakonditionierung liegt erheblich unter publizierten Werten.
Peart und Headrick konnten nach Infusion von 10 yM Adenosinldsung mit
uberwiegender Aktivierung des A1-Rezeptors zwar eine InfarktgréRenreduktion
zeigen, jedoch erst die funffach hohere Konzentration zeigte auch eine
Verbesserung der myokardialen Funktion im Vergleich zur nicht behandelten
Kontrollgruppe (Peart und Headrick 2003). Wahrend der A1- und A2a-Rezeptor
bereits bei Adenosinkonzentrationen im nanomolaren Bereich maximal aktiviert
werden (A1: 10-70 nM; A2a: 30-150 nM), sind fir den A2z 5 uM, bzw. 6-30 uM flr
den Az Rezeptor notwendig (Zhou u. a. 1992; Daly und Padgett 1992; Peakman
und Hill 1994; Fredholm u. a. 2011). Diese Befunde in der Ratte wurden auch fur
rekombinante humane Adenosinrezeptoren bestatigt (Fredholm u. a. 2001). In der
vorliegenden Untersuchung zeigt sich nach Infusion von 2,5 yM Adenosinlosung
eine der IPC vergleichbare  Kardioprotektion  (Abb. 3.10) und
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Adenosinkonzentrationen im koronarvenosen Effluat bis max. 2 yM (Tab. 3.6). Im
Hinblick auf die oben beschriebene unterschiedliche Rezeptoraffinitat ist daher

von einer dominanten Wirkung des A1- und A2a-Rezeptors auszugehen.

Bradykinin  Adenosine

Transactivation
Of Tyr residues

Abb. 4.1: Signalwege der Gewebeprotektion vor und nach einer Ischamie
Vereinfachtes Schema der molekularen Signalwege im Rahmen der
Gewebeprotektion vor dem schadigenden Ereignis (Prakonditionierung) und
unmittelbar nach Einsetzen der Reperfusion (Postkonditionierung). Adenosin kann
Uber seine verschiedenen Rezeptoren wahrscheinlich beide Mechanismen aktivieren.
(aus: Tissier, Cohen und Downey 2007 "Protecting the acutely ischemic myocardium
beyond reperfusion therapies: are we any closer to realizing the dream of infarct size
elimination?" Archives des maladies du coeur et des vaisseaux 100(9):794-802,
Copyright © 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.)

Welchen Einfluss die einzelnen Adenosinrezeptoren auf den Prozess der
ischamischen Prakonditionierung haben, kann aktuell nicht abschlieRend beurteilt
werden (Abb 4.1). Etablierte Erkenntnisse schreiben dem A1AR eine tragende
Rolle zu (Peart, Willems und Headrick 2003). Das wachsende Verstandnis
immunologischer und vaskularer Vorgange im Rahmen der Prakonditionierung
ruckt die A2-Rezeptoren und den Asz-Rezeptor in den Fokus aktueller Forschung
(Eckle u. a. 2008; Eltzschig 2009). Die A2-Rezeptoren scheinen hier besonders in
der Postkonditionierung nach einer letalen Indexischamie bedeutsam zu sein
(Zhao, Hines und Kukreja 2001; Peart und Headrick 2007) und weniger in der
akuten Phase der IPC (Maas u. a. 2010).
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4.6 Adenosin als anti-inflammatorisches Agens

Im hier verwendeten Modell des isoliert perfundierten Herzen ist die intravasale
Adenosinbildung mangels Blutperfusion und Perfusion des Koronarsystems mit
azellularem, Adenosin-freiem Puffermedium wahrscheinlich gering. Eine vor allem
auto- oder parakrine Adenosinwirkung, also eine Wirkung in unmittelbarer Nahe
zum  Bildungsort, erscheint plausibel (Kap. 4.4). Die beobachtete
Gewebeprotektion dirfte ganz Uberwiegend auf myokardial freigesetztes Adenosin
zurtckzuflhren sein, das direkt Effekt auf Herzmuskelzellen ausibt. Neben diesen
direkt Gewebe-schutzenden Effekten (Kap. 1.3) kommt Adenosin auch eine
antiinflammatorische Rolle zu (Romio 2010), die eher geeignet erscheint,
unterschiedliche Befunde im in vitro und in vivo Modell zu verstehen. Verluste der
endothelialen Integritdt mit folgender Erhdéhung der GefalRwandpermeabilitat,
Fllssigkeitsverlusten und Odembildung tragen zur Pathogenese
unterschiedlichster Organschadigungen bei. Dieser Prozess wird besonders in
Situationen limitierter Sauerstoffzufuhr wie SIRS (systemic inflammatoric response
syndrome), Sepsis oder Schockgeschehen beobachtet (Eltzschig 2009). Es
konnte nachgewiesen werden, dass Adenosin eine GefalRwand-stabilisierende
Wirkung unter solchen Bedingungen ausuben kann (Koszalka u. a. 2004). Diese
Vorgange konnen nicht nur bei Hypoxie im Rahmen systemischer
Entziindungsprozesse beobachtet werden. Studien legen den Schluss nah, dass
Hypoxie und Ischamie selbst Inflammation stimulieren kdnnen, im Sinne einer
Hypoxie-induzierten Entzundung (Taylor 2008). Studien zur zellularen Adaptation
an hypoxische Bedingungen zeigten eine HIF-abhangige Induktion der CD73 auf
transskriptionaler Ebene und damit eine vermehrte extrazellulare Adenosinbildung
(Colgan u. a. 2006). Wahrend einer Inflammation setzten unterschiedlichste
Zelltypen Adenosinvorlaufermolekile (ATP, ADP und AMP) frei. 5’-AMP wird
durch extrazellulare 5’-Nukleotidase zu Adenosin metabolisiert. Narravula u. a.
konnten zeigen, dass das so gebildete Adenosin die endotheliale Expression von
CD73 steigert (Narravula u. a. 2000). Der Anstieg der extrazellularen
Adenosinkonzentration potentiert dabei den AMP-Anstieg im Sinne eines positiven
Feedbacks. Diese hohen Adenosinkonzentrationen intravasal und interstitiell
vermitteln dann auto- oder parakrin protektive und anti-inflammatorische Effekte
(Thompson u. a. 2004; Lennon u. a. 1998).
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Adenosin kann auf verschiedenen Wegen Entzindungsprozesse hemmen bzw.
Gewebeschaden limitieren. Entscheidend ist hier die Betrachtung der intravasalen
Adenosineffekte. Wie bereits dargestellt, stammt der Grof3teil des Adenosins direkt
aus intrazellularen Stoffwechselwegen (Headrick, Hack und Ashton 2003;
Headrick u. a. 2011). Als weitere Quellen kommen hier vor allem Nukleotide aus
zum Beispiel neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten in Frage, die dann mit
Hilfe der Ekto-Apyrase CD39 und der Ekto-Nukleotidase CD73 zu Adenosin
umgesetzt werden (Eltzschig 2009). Studien lassen eine essentielle Rolle der
CD73 im Rahmen der Kardioprotektion, Thrombusbildung, Proliferation von
Neointima und Hemmung von Immunprozessen nach Transplantationen vermuten
(Zernecke u. a. 2006; Koszalka u. a. 2004; Headrick u. a. 2011). Alle diese
genannten Vorgange implizieren eine Einbeziehung weil3er Blutkérperchen und
des Endothels. Die anatomische Lage an der Grenze des gefahrdeten Gewebes
bringt das Endothel in die optimale Position, protektive Effekte zu koordinieren.
Hierbei ist die intravasale Adenosinbildung in direkter raumlicher Nahe zu
Zelloberflachenrezeptoren und Zellen des Immunsystems durch zum Beispiel
endotheliale CD73 von herausragender Bedeutung. In vivo Hypoxie-
Untersuchungen an Mausen zeigten eine erhohte kapillare Permeabilitat mit
Odembildung in CD73" defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp. Nach
Adhasion und Transmigration von Leukozyten durch das Endothel, wird die so
durchbrochene Barriere durch Adenosin-abhangige Signalwege wieder hergestellt.
In der Tat scheinen hier besonders Nukleotide, die durch neutrophile Granulozyten
freigesetzt werden, die Quelle des anti-inflammatorischen und endothelprotektiven
Adenosins zu sein (Thompson u. a. 2004). Nicht nur die endotheliale Barriere wird
gestarkt, auch die Anhaftung der Leukozyten als erster Schritt der Extravasation
wird gehemmt. Koszalka u. a. fanden nach kurzer Ischamie/ Reperfusion eine
signifikant erhohte Leukozytenadhasion an vaskularem Endothel nur im CD73,
nicht jedoch im gleich behandelten WT. Auch die Anhaftung von Monozyten zeigte
sich im knock-out gegenuber Mausen mit normaler CD73 Expression unter
physiologischen Bedingungen deutlich vermehrt. Zurtckgefuhrt werden kénnen
diese Beobachtungen unter anderem auf eine Adenosin-abhangige Reduktion des
endothelialen Adhasionsmolekils VCAM-1 und des chemotaktisch wirkenden IL-8
(Koszalka u. a. 2004).
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4.7 CD73 vermindert das Remodeling nach Ischamie und Reperfusion

Die oben ausgefuhrten Befunde rucken also auch im Kontext von Ischamie und
Reperfusion die anti-inflammatorischen Eigenschaften von Adenosin weiter in den
Fokus. Myokardiales Remodeling, also der Umbau von funktionstichtigem
Gewebe z. B. zu Narbengewebe mit Verlust der myokardialen Integritat kann nach
Stimuli wie Ischamie und Reperfusion oder chronischer Volumenuberlastung
beobachtet werden (Pfeffer und Braunwald 1990). In diesen Umbauprozess sind
nicht nur Kardiomyozyten einbezogen, sondern auch das Endothel, glatte
Muskelzellen der GefaBwande und interstitielle Zellen (Heusch u. a. 2014). Von
besonderem Interesse ist hier im Hinblick auf mogliche Einflisse von Adenosin die
kardiale Verteilung der am Abbau von ATP beteiligten Enzyme CD39 und CD73.
90 % der totalen kardialen CD73-Enzymaktivitdt kommt unter normoxischen
Ausgangsbedingungen der endothelialen CD73 zu. Unter den residenten kardialen
Immunzellen dominieren myeloische Antigen-prasentierende Zellen. Diese zeigen
zwar eine hohe Dichte an CD39, exprimieren CD73 jedoch nicht. Nach 50 Minuten
Ischamie und Reperfusion zeigt sich ein fundamental anderes Bild. Eine
Arbeitsgruppe aus unserem Labor konnte nachweisen, dass drei Tage nach I/R
CD73 positive Granulozyten und T-Lymphozyten in relevanten Mengen in das
infarzierte Gebiet einwandern und lokal anti-inflammatorisches Adenosin bilden.
Unter diesen Bedingungen sind nun 2/3 der gesamten kardialen CD73 Aktivitat auf
Zellen des Abwehrsystems zurlick zu fuhren (Bonner u. a. 2012). MRT-
Untersuchungen der myokardialen Funktion nach Ischamie und Reperfusion
zeigten kurz nach der Indexischamie eine vergleichbar reduzierte LV-Funktion im
WT und CD73". Doch wahrend sich die Ejektionsfraktion im WT nach der
Ischamie auf dem niedrigen Niveau stabilisierte, verschlechterte sich die EF in
CD73 defizienten Mausen signifikant im Beobachtungszeitraum von 4 Wochen
(WT 53,41 +2,61 %: CD73" 38,42 +7,19 %, p <0,01). Parallel zur reduzierten
linksventrikularen Funktion zeigten die knock-out Tiere eine groliere myokardiale
Odembildung als und histologisch eine vermehrte Narbenbildung im Vergleich mit
dem gleich behandelten Wildtyp. Um die Bedeutung der CD73 auf Immunzellen
fur diese Befunde zu untersuchen, wurden WT- und CD73"-Tieren WT-
Knochenmark transplantiert. Die so fur CD73 chimaren Tiere zeigten nun keine
signifikante Verschlechterung der EF im Beobachtungszeitraum. Ursache des
vermehrten Remodeling in der CD73" Maus scheint eine erhohte
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Entzindungsreaktion zu sein. Abbildung 4.2 zeigt die Kinetik der
Immunzellmigration nach einer Ischamie in das betroffene Myokardareal. Initial
zeigt sich hier kein Unterschied zwischen WT und CD73”. Doch wahrend in
Ersterem die Immunreaktion nach 2-4 Wochen abklingt, wirkt die Inflammation in
der genetisch veranderten Maus ungebremst weiter mit stetiger Einwanderung von

Entzindungszellen.
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Abb. 4.2 Kinetik der Inmunzellmigration nach I/ R

14 Tage nach einer Ischdmie zeigt sich eine vermehrte myokardiale
Immunzellinfiltration in CD737-Herzen im Vergleich zum WT. links: Anzahl der
Leukozyten pro mg Herzgewebe; rechts: Anzahl der Granulozyten pro mg
Herzgewebe, *: p < 0,05 (modifiziert nach Bénner u. a. 2013)

Die Autoren schlussfolgern, dass das von Immunzellen gebildete Adenosin ein
wichtiger regulierender, lokal wirkender Faktor ist, der die kardiale
Entziindungsreaktion nach I/ R eindammen und das ventrikulare Remodeling mit
konsekutivem Funktionsverlust des Gewebes reduzieren kann. Der hier postulierte
hohe Stellenwert der CD73 fur Inflammation und Gewebeumbau in infarziertem
Herzmuskelgewebe liefert den pathophysiologischen Hintergrund flur friher
beobachtete Effekte der IPC auf das kardiale Remodeling (Cohen u. a. 2000). Die
dargestellten Befunde zur Verteilung der CD73 und der relevanten Beeinflussung
immunologischer Reaktionen innerhalb der ersten Wochen nach einer Ischamie
weisen auf eine potentiell zentrale Position der Ekto-5’-Nukleotidase in der spaten
Phase der Prakonditionierung hin (Cohen u. a. 2000; Boénner u. a. 2013). Diese
Betrachtung insbesondere des Zeitverlaufs der Befundanderung kann mit
erklaren, warum in der hier vorgestellten Untersuchung keine wesentlichen
Unterschiede zwischen WT und CD73-defizienten Mauseherzen unmittelbar nach

der Indexischamie, bzw. nach 90 Minuten Reperfusion gefunden werden konnten.
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4.8 Mogliche Einflisse von Inosin

Abbildung 3.9 zeigt die Inosinkonzentrationen im Verlauf der IPC-Zyklen. Analog
zu Adenosin ist auch die Inosinkonzentration nach jeder IPC-Phase erhéht und
belegt den gesteigerten Purinmetabolismus. Interessant ist hier besonders die
signifikant hohere Inosinmenge im Effluat des CD737 im Vergleich zum WT.
Wahrend die Adenosinkonzentration nach IPC im koronarvendsen Effluat der
CD73"-Herzen ca. 40 % hoher als im WT liegt, libersteigt die Inosinkonzentration
des knock-outs den WT um das Doppelte. Genauere Untersuchungen einer
eventuell unterschiedlichen Expression von Enzymen des Adenosinstoffwechsels
im CD73 knock-out stehen noch aus. Da sich das Verhaltnis von Adenosin zu
Inosin unter basalen Bedingungen in WT und KO nicht unterscheidet, ist eine
physiologisch veranderte Enzymaktivitat der Adenosin-Desaminase nicht
anzunehmen (Tab. 3.5 und Tab. 3.6). Relevant wird diese Beobachtung jedoch im
Hinblick auf mogliche Effekte des Inosins. Adenosin wird intra- und auch
extrazellular durch die Adenosindesaminase zu Inosin verstoffwechselt, das auch
durch direkte Hydrolyse aus IMP entsteht. Lange wurde angenommen, dass
Inosin als Hauptmetabolit von Adenosin selbst keine biologischen Effekte
vermittelt, in den letzten Jahrzehnten konnten allerdings auch fur Inosin
immunmodulatorische und organprotektive Effekte (Hasko, Sitkovsky und Szabd
2004) auch im Rahmen von Ischamie und Reperfusion nachgewiesen werden
(Wakai u. a. 2001; Dowdall, Winter und Bouchier-Hayes 2002). Es konnte gezeigt
werden, dass Inosin agonistisch am A1AR und AsAR wirken kann, Rezeptoren
also, die nachgewiesen kardioprotektive Effekte vermitteln (J. Peart, Willems und
Headrick 2003). In einer Untersuchung von Jin u. a. konnte in Ratten gezeigt
werden, dass Inosin mit einem spezifischen, radioaktiv markierten Liganden des
A3AR um die Bindung am Rezeptor konkurriert. Die gemessene ICso betrug hier
25 £ 6 ymol/L (Jin u. a. 1997). Die Inosin vermittelte Rezeptorinteraktion fihrte zur
Aktivierung der Signaltransduktionskaskade mit veranderten intrazellularen Leveln
von cAMP in Hamstern (Fredholm u. a. 2001) und einer Phosphorylierung der
PKB bei Ratten (Gao u. a. 2001). Da Inosin im Vergleich zu Adenosin mehrfach
hdéhere Konzentrationen erreicht, ist von einer relevanten Bedeutung dieser
Rezeptoraktivierung auszugehen (Headrick u. a. 2011). In der vorliegenden
Untersuchung ubersteigen die im koronarvenosen Effluat unmittelbar nach jeder

kurzen Ischamie gemessenen Inosinkonzentrationen konstant  die
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korrespondierenden Adenosinkonzentrationen (Abb. 3.9, Tab. 3.6). Die CD73"
Tiere zeigen zu diesen Zeitpunkten signifikant hohere Inosinspiegel als der WT
(1.1PC: 11,6 £4 ymol/L vs. 5,4 £ 2,1 ymol/L, p = 0,002; 2. IPC: 3,2 £ 1,2 ymol/L
vs. 1,7 +£0,5 ymol/L, p=20,002; 3. IPC: 1,2+0,4 ymol/L vs. 0,8 £ 0,4 ymol/L,
p=0,034), so dass auch hier von einer mdglichen Rezeptoraktivierung
ausgegangen werden muss. Weitere Untersuchungen sind notwendig um die
Bedeutung der Inosin-vermittelten Effekte einerseits zu erfassen und andererseits
die Ursachen wund Auswirkungen der erhohten Inosinkonzentration im

vorliegenden CD73” Modell zu verstehen.

4.9 Kaum bessere kontraktile Funktion trotz geringerer InfarktgroRe

Das tiefgreifende Verstandnis der Herzmuskelprotektion durch IPC ist auch
klinisch hoch relevant. Die moglichst frihe Revaskularisation zum Beispiel nach
dem Verschluss eines Herzkranzgefales hat in der Notfallmedizin hdchste
Prioritat (Steg, James und Gersh 2013). Bedeutsamer als die reine Reduzierung
nekrotischer Herzmuskelmasse ist flr die Lebensqualitat des Patienten jedoch die
postinterventionell erreichbare Myokardfunktion, die durch postischamische
Dysfunktion kurz- aber auch langfristig eingeschrankt sein kann. Das Ausmal} der
InfarktgroRenreduktion durch IPC Uberschreitet regelmalig das Ausmald der
funktionellen Erholung nach einer Indexischamie (Schulz u. a. 2001). In
Anbetracht des betrachtlichen myokardprotektiven Potentials muss verwundern,
dass in der vorliegenden Studie nach IPC nur eine verhaltnismalig gering
verbesserte myokardiale Funktion im Vergleich zur nicht prakonditionierten
Kontrollgruppe gemessen werden konnte (Abb. 3.1 - 3.5). Abbildung 3.3 zeigt die
tendenziell bessere Erholung des LVDP in der Interventionsgruppe. Nur wenn der
LVDP auf den jeweiligen basalen Ausgangswert bezogen wurde, zeigte sich
verglichen mit der nicht prakonditionierten Kontrolle durch IPC eine starkere
Erholung des LVDP im knock-out (+ 19,2 £ 14,4 %) als im WT (+ 10,5 £ 14,8 %)
(Abb. 3.4), jedoch ohne eine bessere kontraktile Funktion zu erreichen (CD73:
41,5+ 11,1 %; WT: 48,9 £6,6 %; p > 0,05, Abb. 3.4). Dieser starkere Effekt der
IPC ist auf den deutlichen Einbruch des LVDP in der nicht behandelten knock-out-
Gruppe zuriickzufiihren. Nach der Indexischamie erreichen die CD73"-Herzen nur

noch eine Druckentwicklung von knapp 22 % des Ausgangswertes, wahrend im
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WT Uber 38 % gemessen werden (p = 0,04). Dieser starkere Funktionseinbruch
spiegelt das groRere Infarktareal im knock-out wider (Abb. 3.1). Die CD73"-
Herzen weisen also eher eine starkere Herzmuskelprotektion im Vergleich zum
WT auf. Eine verminderte Reaktion auf die Prakonditionierung, wie von Eckle
ausgefuhrt (Eckle u. a. 2007) (Kap. 1.4) ist hier sicherlich nicht nachweisbar. Bei
der Interpretation der unterschiedlichen Funktionsdaten im KO und WT ist die
kleine GruppengroRe von 7-8 Herzen zu berlcksichtigen. Eine Vergré3erung der
Versuchsgruppen und damit eine Erhohung der Teststarke (power) kdnnte auch
im WT eine potentiell signifikant verbesserte myokardiale Funktion nach IPC
nachweisen. Weitere Untersuchungen mussen klaren, ob es sich hierbei
tatsachlich um eine starkere Kardioprotektion des CD73-defizienten Herzens nach
I/ R und IPC handelt oder ob die beschriebenen Unterschiede in den Versuchs-
gruppen (InfarktgroRe und LVDP ohne IPC) ursachlich fur die oben diskutierten
Differenzen sind. Dies ist jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Die
diastolischen Parameter einer Relaxationsstérung LVEDP und -dP/dt konnten
weder im WT noch im knock-out signifikant durch IPC verandert werden (Abb. 3.5
und 3.6). Somit steht primar der Befund im Fokus, dass in dieser Untersuchung
nach einer ausgepragten Reduktion der InfarktgroRe durch IPC nur eine
verhaltnismalig gering  verbesserte  myokardiale  Funktion in  der
Reperfusionsphase gemessen werden konnte. Diese Befunde wurden bereits von
mehreren anderen Gruppen publiziert: Selbst nach Verminderung der InfarktgroRe
von 28,2 % auf 6,4 % nach IPC, also einer Reduktion um mehr als 75 %
verglichen mit der Kontrollgruppe, wurden nur ungefahr 62 % des LVDP unter
Basalbedingungen erreicht (Sun u. a. 2007). Auch die Arbeitsgruppen um Cohen
(Cohen, Yang und Downey 1999) und Peart (Peart und Headrick 2003) konnten
zeigen, dass keine umgekehrt proportionale Beziehung zwischen Infarktgro3e und
resultierender myokardialer Funktion nachweisbar ist. Auch klinisch ist die
postischamische myokardiale Dysfunktion bedeutsam. Solomon u. a. wiesen in
ihrem Studienkollektiv eine Funktionseinschrankung des Herzmuskels nach
Reperfusion eines anterioren Infarktes in der Mehrheit der untersuchten Patienten
nach (Solomon u. a. 2001). Unmittelbar nach Revaskularisierung erhobene
Funktionsparameter zeigten nur eine geringe Vorhersagekraft bezlglich der
langerfristigen Erholung der ventrikularen Funktion. In der Tat zeigte sich bei dem

Uberwiegenden Anteil der Patienten eine Funktionsverbesserung erst 14 Tage
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nach der Intervention. Vor dem Hintergrund dieser Diskrepanz zwischen
morphologischer Herzmuskelprotektion einerseits und weiterhin deutlich
reduzierter Funktion andererseits, postulieren Lochner u. a., dass im Modell des
retrograd perfundierten Herzens die InfarktgréRe den verlasslichsten Endpunkt fur
die Beurteilung des IPC-Effektes darstellt (Lochner, Genade und Moolman 2003).
Im Folgenden werden drei mogliche Hypothesen vorgestellt und diskutiert, die
helfen konnen, diese Diskrepanz zu erklaren: Kritischer Myokardschaden,

hibernating myocardium, myocardial stunning.

4.9.1 Hypothese des kritischen Myokardschadens

Neben dem Ausmall der infarzieten Flache scheint insbesondere die
Wandintegritat der Ventrikel eine Rolle flr die mdgliche kontraktile Funktion zu
spielen. Choi u. a. fuhrten 2001 repetitive MRT-Messungen an 24 Patienten mit
erfolgreicher Revaskularisierung nach Erstmanifestation eines Herzinfarktes
durch. Als zuverlassigsten Pradiktor fur eine Verbesserung der globalen
Herzfunktion konnte eine Infarzierung von weniger als 25% der
Ventrikelwandstarke identifiziert werden (Choi u. a. 2001). Der Fokus auf die
myokardiale Integritat und der fehlende unmittelbare Zusammenhang zwischen
InfarktgroRe und Kontraktilitat geben einer weiteren Hypothese Raum: Der des
kritischen Myokardschadens. Wird ein bestimmter Anteil des ventrikularen
Herzmuskelgewebes durch eine Ischamie zerstort, resultiert dies in einem Verlust
der myokardialen Integritat. In der Folge ist nun zu wenig funktionstiichtiges
Herzmuskelgewebe vorhanden, um effektiv Druck aufbauen zu kénnen. Zum
Beispiel konnten die nekrotischen Wandabschnitte passiv nachgeben und so eine
konzentrische Kontraktion unmaoglich machen.

In der vorliegenden Untersuchung wurde die InfarktgroRe durch IPC im Mittel um
40 % im WT und sogar um 55 % im CD73" gesenkt. Bezogen auf die gesamte
area of risk heildt dies allerdings, dass immer noch 26,8 +4,7 % im WT und
25,6 +4,7 % im CD737 infarziert sind. Der LVDP als MaR fiir die myokardiale
Funktion des linken Ventrikels konnte parallel dazu nicht signifikant verbessert
werden (Abb. 3.3). Auch die Gruppe um Eckle konnte eine exzessive Reduzierung
der InfarktgroRe von im Mittel Uber 40 % der AOR in der Kontrollgruppe auf
nunmehr ungefahr 15 % AOR nach IPC nicht in eine verbesserte Erholung des

mittleren  arteriellen  Drucks im  Vergleich zum  Basaldruck nach
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Anasthesieeinleitung (66 % -IPC vs. 65 % +IPC, p > 0,05) Uberfuhren (Eckle u. a.

2007). Mehrere Arbeitsgruppen sehen im Gegensatz zu den dargestellten

Befunden allerdings in der Reperfusion nach einer Indexischamie eine deutliche

hohere Druckentwicklung nach Prakonditionierung im Vergleich zu einer nicht

behandelten Kontrollgruppe (Vessey, Li und Kelley 2011; Vessey u. a. 2009; Sun
u. a. 2007; Barthel u. a. 2004; Jenkins, Pugsley und Yellon 1995; Shizukuda u. a.

1992).

Literaturstelle

Koo u.a. 2006

Sandhu u.a. 1993

Xiu.a. 1998

Jenkins u.a. 1995

Schott u.a. 1990

Vessey u.a. 2009

Sun u.a. 2007

Vessey u.a. 2011

Shizukuda

1992
Barthel u.a. 2004

u.a.

Spezies

Ratte
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Schwein
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Maus
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Hund

Ratte

Aufbau

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vivo

in vitro

in vitro

in vitro

in vivo

in vitro

IPC-Protokoll

3x
5min/5min
1x
5min/10min
2X
2,5min/2,5min
1x
5min/10min
2X
10min/30min
2X
3min/5min
4x
5min/5min
1x 1 min
0,4uM ATP
1x
5min/10min
2x

5min/10min

I/R

(min)

30/60

30/60

20/30

20/120

60/90

40/ 40

20/ 40

40/ 40

60 /300

30/60

InfarktgréRe

Kontrolle

(% AOR)

=75

42,5+6,9

236+338

316

48,0 + 12,7

42 +1

28,2+5,6

34 £ 1

224+406

24,8 + 4,1

InfarktgroRe Sig.

Intervention LVDP-
(% AOR) Recov.
~60 p>0,05
222+54 p>0,05
13,8 +2,3 p>0,05
133 p<0,05
10,4 £ 6,3 p>0,05
10+1 p<0,05
6,4 +1,1 p<0,05
5+ 1 p<0,05
46+1,7 p<0,05
40+0,7 p<0,05

Tabelle 4.1: Zusammenhang zwischen InfarktgroRe und LV-Funktion nach IPC

In verschiedenen Spezies konnte in unterschiedlichen Versuchsanordnungen und
IPC-Protokollen eine Diskrepanz zwischen Reduktion des nekrotischen Myokards und
resultierender Verbesserung der myokontraktilen Funktion in der Reperfusionsphase
gesehen werden. Die Druckentwicklung von nur wenig infarzierten Ventrikeln unter
10 % der area of risk scheint nach Prakonditionierung signifikant héher zu sein als in
der nicht prakonditionierte Kontrollgruppe. Bei grélReren Infarkten zeigt sich kein
einheitliches Bild. IPC: Ischamische Prakonditionierung, I/ R: Ischamie/ Reperfusion,
AOR: area of risk, Sig. LVDP Recov.: Signifikanzniveau der linksventrikularen

Druckentwicklung

Interventionsgruppe nach Prakonditionierung

im Vergleich Kontrollgruppe ohne Prakonditionierung und
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Tabelle 4.1 zeigt die InfarktgroBenreduktion durch unterschiedliche Pra-
konditionierungsprotokolle in verschiedenen Spezies. Es wird deutlich, dass eine
signifikante Verbesserung der myokardialen Funktion bei sehr kleinen Infarkten
unter 10-15 % der AOR zu erwarten ist. Grol3ere Infarkte nach Prakonditionierung,
wie in der vorliegenden Arbeit (Abb. 3.1), scheinen Uberwiegend nicht mit einer
signifikant besseren Erholung der Herzfunktion verbunden zu sein (Sandhu, Diaz
und Wilson 1993; Koo u. a. 2006). Bereits 1979 untersuchte die Arbeitsgruppe um
Pfeffer Ratten 21 Tage nach Verschluss der LAD (Pfeffer u. a. 1979). Ratten mit
kleinen Infarkten (4-30 % der AOR) zeigten keine signifikanten Unterschiede in der
Hamodynamik im Vergleich zur sham-operierten Kontrollgruppe. Infarkte von 31-
46 % der AOR wurden als moderat einstuft. Diese Ratten zeigten eine reduzierte
LV-Funktion, wahrend Tiere mit ausgedehnten Infarktarealen (> 46 % der AOR)
das Vollbild einer dekompensierten Herzinsuffizienz mit  erhohten
Flllungsdriicken, reduziertem cardiac output und aufgehobener Toleranz auf
Erhéhungen von Vor- und Nachlast boten. Ein genauer Grenzwert des kritischen
Myokardschadens kann auf Basis der einschlagigen Literatur nicht abgeleitet

werden.

4.9.2 Hibernating myocardium

Ist die myokardiale Perfusion chronisch eingeschrankt, aber noch ausreichend, um
vitales Gewebe zu erhalten, so zeigt sich eine Reduktion der myokardialen
Funktion. Diese kann permanent anhalten oder zumindest solange, bis die
Perfusion wieder dauerhaft ein normales physiologisches Level erreicht (Kloner,
Bolli u. a. 1998). Da eine reduzierte Muskelarbeit mit einem geringeren Sauerstoff-
verbrauch einhergeht, werden diesem Phanomen kardioprotektive Effekte
zugeschrieben. Rahimtoola pragte fur diesen Zustand des reduzierten O2-Bedarfs
bei langer anhaltender Sauerstoffunterversorgung den Begriff des ,hibernating
myocardium® (Rahimtoola 1985). Definitionsgemall muss die koronare und
myokardiale Perfusion chronisch eingeschrankt sein. Dies trifft in dem
vorliegenden Versuchsaufbau nicht zu (Abb. 3.6-3.7). Daher scheidet hibernation

als Erklarungsansatz weitgehend aus.
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4.9.3 Myocardial stunning

Myokardiale Dysfunktion nach einer umschriebenen Ischamie mit vollstandiger
Wiederherstellung der Perfusion (Abb. 3.6, Tab. 3.3) wird als ,myocardial
stunning® bezeichnet (Braunwald und Kloner 1982). Definitionsgemald kann nur
dann von einem reinen stunning-Effekt ausgegangen werden, wenn Kkein
irreversibler ~ Myokardschaden  vorliegt. In  diesem Fall ist die
Funktionseinschrankung des Herzmuskels vollstandig reversibel (Bolli 1990). In
der hier vorliegenden Arbeit zeigt sich eine betrachtliche myokardiale Nekrose
nach 20 Minuten globaler Ischamie, nachgewiesen durch die TTC-Farbung,
sowohl in den Kontrollgruppen, als auch nach IPC. Irreversibel geschadigtes
Myokard steht fir die weitere Herzmuskelarbeit natlrlich nicht weiter zur
Verfligung. Minder perfundiertes, aber noch vitales Gewebe kann nach
Reperfusion einer globalen oder regionalen Ischamie vom stunning betroffen sein.
Erstmals beschrieben wurde dieses Phanomen 1975 von der Arbeitsgruppe um
Heyndrickx, die bei Hunden in vivo kurze Verschlisse der Koronararterien
vornahmen (Heyndrickx u. a. 1975). Auch in isoliert perfundierten Herzen, die wie
in der aktuellen Arbeit einer vorlibergehenden globalen Ischamie ausgesetzt
wurden, konnte dieses Phanomen beobachtet werden (Kusuoka u. a. 1987).
Pantley u. a. konnten am Schweinemodell zeigen, dass die klassische
ischamische Prakonditionierung keine Verminderung des stunning bewirkt
(Pantely u. a. 1990). Pathophysiologisch werden vor allem zwei Hypothesen
vertreten. Zum einen werden radikale Sauerstoffspezies, die vermehrt unter
ischamischen Bedingungen in vivo und in vitro gebildet werden, fur die
Schadigung des Herzmuskelgewebes verantwortlich gemacht. Die Applikation
antioxidativer Medikamente unmittelbar vor der Reperfusion minimiert das
stunning, wahrend ein Therapiebeginn wahrend der Reperfusion keinen
protektiven Effekt zeigt. Wahrscheinlich tragt das myokardiale stunning zum Teil
zur sogenannten ,Reperfusionsschadigung” bei (Bolli u. a. 1989). Die zweite
These geht von Stérungen der Calciumhomdostase aus. Demnach fiihrt eine
Uberladung der Zelle mit Ca?* in der frilhen Reperfusionsphase kombiniert mit
einer geringeren Sensitivitat der Myofilamente zu der kontraktilen Dysfunktion
(Marban u. a. 1989). Das myokardiale stunning ist ein reversibler Vorgang. In der
hier vorliegenden Studie sollte auch das Ausmal® der myokardialen Kontraktilitat

nach Prakonditionierung gemessen werden, um den protektiven Effekt der IPC auf
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die Funktion des Herzmuskels abschatzen zu kdonnen. Diese Abschatzung wurde
durch stunning erheblich erschwert. Der in diesem Versuchsaufbau gemessene
koronare Fluss ist bei konstantem Perfusionsdruck (Abb. 3.7, Tab. 3.4) unmittelbar
abhangig zum Beispiel vom Tonus der Gefallwande und damit ein Mal} flir die
Koronarperfusion. Abbildung 3.6 und Tabelle 3.3 zeigen, dass in Reperfusion der
koronare Fluss nach einer kurzen Phase der Hyperamie kontinuierlich abnimmt.
Zum Versuchsende nach 90 Minuten Reperfusion zeigt das Flussniveau hier aber
keinen signifikanten Unterschied verglichen mit dem Ausgangswert vor der
Indexischamie. Nach einer kurzen totalen Ischamie kommt es in der Reperfusion
also zu einer vollstandigen Wiederherstellung des koronaren Flussniveaus. Damit
ist ein wesentlicher Punkt der Definition des myokardialen stunnings erfullt. In wie
weit stunning tatsachlich die fehlende Funktionsverbesserung durch IPC in diesem
Modell hervorruft, kann nicht abschlieRend geklart werden. Es erscheint jedoch
wahrscheinlich, dass dieses Phanomen zumindest zum Teil zur Diskrepanz
zwischen Infarktgroflenreduktion und gemessener Druckentwicklung im linken
Ventrikel beitragt. Versuche an chronisch instrumentierten Kaninchen zeigten
signifikante Unterschiede der LV-Funktion zwischen prakonditionierten und nicht
behandelten Herzen erst nach sehr langen Reperfusionszeiten. Selbst 72 Stunden
nach Ende der Ischamie war die Kontraktilitat trotz deutlicher
InfarktgréofRenreduktion (31,4 £ 2,8 % Kontrollgruppe vs. 15,5+2,1 % IPC, p <
0,05) nicht erhoht. Erst zum Versuchsende am 21. postischamischen Tag schien
ein Plateau erreicht zu sein, mit deutlich verbesserter Funktion im
prakonditionierten Herzen (Cohen u. a. 2000). Diese Ergebnisse implizieren, dass
in der hier vorliegenden Studie die Reperfusionszeit nicht annahernd ausreichend
war, um myokardiales stunning zu reduzieren. Da mit dem hier verwendeten
Versuchsprotokoll vorlibergehend dysfunktionelles Myokard somit nicht von
dauerhaft funktionell geschadigtem Herzmuskelgewebe differenziert werden kann,
ist die Messung des LVDP wahrscheinlich kein adaquater Endpunkt zur
Abschatzung der Herzmuskelprotektion (Gelpi u. a. 2002).

4.9.4 Einfluss des untersuchten Modells
Neben den oben erwahnten Einflussgrofen wie InfarktgroRe und Dauer der
Reperfusionsphase scheint die postischamische funktionelle Erholung auch mit

dem verwendeten Modell zu variieren. Im isoliert perfundierten Herzen nach
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Langendorff sind grundsatzlich zwei Perfusionsmodi zu unterscheiden. Bei
Kanulierung der Aorta wird das Perfusat retrograd in die Aortenwurzel geleitet und
flieRt von dort in die Koronarostien. Bei suffizientem Schluss der Aortenklappe
erfolgt keine Fullung des Ventrikels. Vielmehr wird Uber den erdffneten linken
Vorhof und nach Sprengung der Mitralklappe ein Messballon in die linke
Herzkammer eingefuhrt und insuffliert. Bei der Kontraktion handelt es sich in
diesem Modus also um eine isovolumetrische Kontraktion ohne Auswurf (Arad u.
a. 1996), auch bezeichnet als ,non-working“ Herzmodell (Igi¢ 1996). Im ,working
heart* Modell wird ebenfalls die Aorta kantliert, der Einstrom des Effluats erfolgt
aber uUber den linken Vorhof. Das Herz kann in diesem Modell weiterhin eine
Pumpfunktion wahrnehmen mit effektivem Auswurf in der Aorta und baut so wie in
vivo den Druck fur die koronare Perfusion selbst auf. Der entwickelte
linksventrikulare, systolische Spitzendruck wird Uber die Aortenkanule gemessen.
Daruber hinaus kann der diastolische Aortendruck, also die Nachlast des linken
Ventrikels, mittels eines Widerstandes eingestellt werden (Neely u. a. 1967).
Entsprechend hoch ist die Arbeit, die das Herz aufbringen muss, um gegen diesen
Widerstand Volumen auszuwerfen. Der anzunehmende, deutlich hdhere Energie-
bedarf im working heart im Vergleich zum retrograd perfundierten Organ spiegelt
sich auch in der Performance nach globaler Ischamie wieder. Eine stidafrikanische
Arbeitsgruppe um Lochner verglich konkret die beiden Versuchsaufbauten
miteinander (Lochner, Genade und Moolman 2003). Nach 25 Minuten globaler no-
flow Ischamie zeigte sich im working heart eine 96 % Reduktion der
Kontraktionsparameter, wahrend das retrograd perfundierte Herz nur eine
Verminderung um 46 % aufwies. Ausgehend von dieser dramatischen
Funktionseinschrankung, konnte IPC die kontraktile Funktion im ersten Modell
signifikant verbessern. Bei retrograder Perfusion gelang dies nicht konstant.
Ischamien, die im working heart Modell das Organ bereits letal schadigen, zeigen
in dem hier verwendeten Modell unter Umstanden geringere Schaden. Arad wies
bereits 1996 deshalb darauf hin, dass die Messung der isovolumetrischen
Druckentwicklung im nicht-auswerfenden Langendorff-Modell das Ausmal} des

myokardialen Schadens unterschatzen konnte (Arad u. a. 1996).
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410 Maogliche StorgroBen im verwendeten Langendorff-Modell

4.10.1 Préparationsphase

In einem sehr ausfihrlichen Review fuhrt Sutherland die relevanten Fallstricke bei
der Untersuchung isoliert perfundierter Organe im Langendorff-Modus an. Bereits
die Praparationsphase des Herzens in situ kann zu einer signifikanten Schadigung
des Organs fuhren (Sutherland u. a. 2003). Minhaz et al diskutieren einen
mdglichen prakonditionierenden Effekt der Ischamie wahrend einer verlangerten
Praparationsphase. Sie kommen zu dem Schluss, dass das Organ wahrend der
Praparierung gekuhlt werden sollte und eine Zeitspanne zwischen Entnahme aus
dem Situs und Anschluss an die Perfusionsanlage von funf Minuten nicht
Uberschritten werden sollte (Minhaz u. a. 1995). In der Tat konnten betrachtliche
kardioprotektive Effekte bereits nach 2,5 minutiger Ischamie und Reperfusion
demonstriert werden (Xi, Hess und Kukreja 1998) Diesen Befunden folgend
wurden alle Herzen unmittelbar nach Entnahme aus dem Thorax in eiskalten
Krebs-Henseleit-Puffer Gberfihrt. Alle Versuche wurden durch denselben
Untersucher in immer gleicher Technik durchgeflihrt. Eine akzidentelle
Prakonditionierung vor Anschluss an die Langendorff-Anlage durfte sich daher
gleichmalig auf alle Versuchsgruppen auswirken. Eine Verzerrung der Ergebnisse

ist somit nicht zu erwarten.

4.10.2 Kandilierung der Aorta

Wie in Kapitel 2.2 beschrieben wurde die Perfusionskantle der Langendorff-
Anlage retrograd in die frei praparierte Aorta ascendens eingefuhrt. Die fir die
Versorgung des Myokards essentiellen Herzkranzgefalle entspringen unmittelbar
distal der Aortenklappe aus dem Sinus aortae (Abb. 4.3). Bei intakter
Aortenklappe gelangt das Perfusat zum Uberwiegenden Teil Uber die Arteria
coronaria sinistra und dextra in die myokardiale Endstrombahn. Bei zu tiefer
Positionierung der Aortenkandle ist eine Verlegung der Ostien einer oder sogar
beider Herzkranzgefalle moglich. Folge ware eine erhebliche, ggf. sogar globale
Ischamie, die bis hin zu einem kompletten Funktionsverlust und raschem
Gewebeuntergang fuhren koéonnte. Da bei allen dem Versuchsprotokoll
unterzogenen Organen nach einigen Minuten Einschlagphase normwertige
linksventrikulare Spitzendricke gemessen werden konnten (Sutherland u. a.

2003), ist eine relevante Ischamie zu diesem Zeitpunkt auszuschlielen (Tab. 3.1).
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Perfusionskanile

Ligatur

Sinus aortae

A. coronaria
dextra \

Abb. 4.3 Schematische Darstellung der kaniilierten Aorta ascendens

Die festsitzende Ligatur halt das Herz mechanisch in Position auf der Kanile und
verhindert Leckagen. Die unmittelbar distal der Aortenklappe liegenden Koronarostien
werden von der Kaniile nicht verlegt. Die dicht schlieRende Aortenklappe verhindert
den Einstrom von Puffer in den linken Ventrikel mit der konsekutiven Gefahr der
Uberdehnung.

A. coronaria
sinistra

Aortenklappe

Die Kanulierung der Aorta ascendens erfolgte unter mikroskopischer Kontrolle und
nach ldentifizierung der Aortenwurzel Auf diese Weise konnte eine Verlegung
durch zu tiefe Positionierung der Kanulenspitze wirksam bei allen Herzen

verhindert werden.

4.10.3 Koronare Luftembolien

Wahrend der Praparierung des Herzens im Tiersitus nach Durchtrennung der
grolRen Gefalle und folgend unter dem Mikroskop kénnten sich Luftblasen in der
Aorta sammeln, und bei Start der retrograden Perfusion zu koronaren Luft-
embolien flhren. Ein eventueller Myokardschaden koénnte somit schon zu
Versuchsbeginn die Herzfunktion beeintrachtigen. Die sorgsame Darstellung der
Aorta wahrend dauerhafter Immersion des kompletten Herzens in eiskalter
Pufferlésung, sowie die Entliftung der Aortenkantle vor Perfusionsstart sollten
diese Pathologie weitgehend ausschlielen. Relevante Funktionsbeein-
trachtigungen wurden im Versuchsverlauf bei keinem Tier festgestellt (Tab. 3.1,
Abb. 3.3-3.5).
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4.10.4 Hypothermie

Die absolute Temperaturkonstanz, bzw. die unbedingte Vermeidung hypothermer
Phasen ist entscheidend fir die Vergleichbarkeit der erzielten Resultate. Es ist
bekannt, dass eine Hypothermie Gewebe-protektiv nach Ischamien wirkt (Das und
Maulik 2006; Kloner und Schwartz Longacre 2011). Aktuelle Leitlinien empfehlen
nach primar erfolgreicher kardiopulmonaler Reanimation mit Wiederherstellung
eines spontanen Kreislaufes eine therapeutische Hypothemie von 33-34 C°
Korperkerntemperatur (Arntz u. a. 2011). In einer Studie konnten die Autoren auch
direkt prakonditionierende Effekte durch repetitive hypotherme Phasen vor einer
Indexischamie induzieren (Khaliulin u. a. 2007). Wie in Kapitel 2.4.1 naher
ausgefihrt, konnten auch in der hier vorgestellten Studie Myokardinfarkte erst
nach Immersion des isolierten Herzens in ein temperiertes Pufferbad konstant
reproduziert werden. Auch in der einschlagigen Literatur wird ein solches

Vorgehen mit ahnlichem Benefit berichtet (Bell, Mocanu und Yellon 2011).

4.10.5 Intraventrikuldrer Messballon

Das verwendete System zur Messung intraventrikularer Dricke ist selbst ebenfalls
fehleranfallig. Luftblasen im Messballon und/ oder -system konnen zu einer
Dampfung des abgeleiteten Signals mit konsekutiver Unterschatzung von LVDP
und LVEDP fuhren. Die hohe Konstanz der aufgezeichneten Messwerte mit
geringen Standardabweichungen (Tab. 3.1, Abb. 3.3-3.5) lasst einen relevanten
Einfluss allerdings als unwahrscheinlich erscheinen. Unabhangig von der
HerzgroRe und -gewicht, sowie dem Korpergewicht des Tieres wurden alle
Versuche mit demselben Messballon durchgefiihrt. Die Verwendung eines relativ
zum Lumen des Ventrikels zu kleinen Ballons kdnnte in einer falsch niedrigen
Druckaufzeichnung resultieren. Bei Einbringen eines zu gro3en Messapparates
konnten die Myofibrillen Uberdehnt werden, was wiederum eine falsch niedrige
Druckmessung bewirken konnte. Um eine maoglichst genaue Passung des Ballons
reproduzierbar zu erreichen, wurde zur Entfaltung jeweils ein enddiastolischer
Druck von ungefahr 10 mmHg eingestellt (Tab. 3.1, Abb. 3.3). Dieser entspricht
dem physiologischen enddiastolischen Druck bzw. der Vorlast des linken

Ventrikels.
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4.10.6 Versuchsprotokoll

In der einschlagigen Literatur sind zahlreiche Protokolle zur ischamischen und
pharmakologischen Prakonditionierung beschrieben. Die Anzahl der verwendeten
Ischamie- und Reperfusionszyklen, die Dauer jeder kurzen Ischamie, aber auch
der Indexischamie sowie die Gesamtversuchsdauer variieren erheblich (vgl. auch
Tab. 4.1). So reicht die Spannweite der Prakonditionierungsprotokolle von einer
kurzen Ischamie (Cohen u. a. 2000) bis zu 5 repetitiven Zyklen (Piot u. a. 1997)
mit einer Ischamiedauer bis zu 10 Minuten (Schulz u. a. 1998). Das in der
vorliegenden Studie verwendete Versuchsprotokoll aus 3 Sequenzen aus 5
Minuten globaler no-flow Ischamie und 5 Minuten Reperfusion gefolgt von 20
Minuten Indexischamie und 90 Minuten Reperfusion steht in Ubereinstimmung mit
zahlreichen Publikationen (Lankford u. a. 2006; Zuurbier, Eerbeek und Meijer
2005; Beresewicz, Maczewski und Duda 2004). Die Arbeitsgruppe um Eckle et al
erzeugte die Prakonditionierung mittels 4 Phasen von je 5 Minuten regionaler
Ischamie und Reperfusion (Eckle u. a. 2007) mit einem in vivo ,hanging weight
system"” (Eckle u. a. 2006).
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411 Zusammenfassung und klinischer Ausblick

Ziel der hier vorgestellten Studie war die Uberpriifung der Bedeutung der
extrazellularen Adenosinbildung durch die CD73 fur die Herzmuskelprotektion im
Rahmen der ischamischen Prakonditionierung. Nach Etablierung des in vitro
Modells konnte durch IPC sowohl im WT als auch in CD73-defizienten Mausen
eine deutliche Reduktion der infarzierten Herzmuskelmasse erreicht werden auf
nahezu identische InfarktgroRen. Die linksventrikulare Funktion beider
Versuchsgruppen profitierte dabei nicht substantiell von einer vorgeschalteten
Prakonditionierung. Die parallele Messung der Purinkonzentrationen im koronar-
vendsen Effluat erlaubt dabei einen Einblick in den kardialen Adenosinstoff-
wechsel. So konnte gezeigt werden, dass die Ekto-5-Nukleotidase CD73 keine
quantitativ bedeutsame Rolle flr die gesamte Adenosinbildung spielt, weder basal,
noch unter den extremen Bedingungen nach einer Ischamie. Die Ergebnisse der
pharmakologischen Prakonditionierung erlauben keinen direkten Ruckschluss auf
die Rolle von Adenosin auf die IPC im knock-out. Aber sie zeigen, dass die im WT
und CD73”- gemessenen Adenosinkonzentrationen ausreichend sind, alleine eine
ausgepragte Kardioprotektion zu vermitteln. Diese Befunde spiegeln den aktuellen
Wissenstand nach ausfluhrlicher Diskussion der Literatur wider. Weder quantitativ
noch qualitativ kann der CD73 eindeutig eine herausgehobene Position in der
frthen Phase der ischamischen Prakonditionierung zugesprochen werden.
Unmittelbar nach einer Ischamie wird vor allem aus Herzmuskelzellen
freigesetztes Adenosin auto- und parakrin kardiomyozytare Adenosinrezeptoren
aktivieren und so protektive Effekte vermitteln. Die immunregulatorischen und anti-
inflammatorischen Effekte des von der CD73 gebildeten Adenosins treten erst
Tage bis Wochen nach dem ischamischen Stimulus mit Einwanderung CD73
positiver Granulozyten und Lymphozyten in den Vordergrund. Initial wird die CD73
kardial vergleichsweise gering exprimiert. Somit bestatigen die Befunde der
vorliegenden Studie die bisherigen Annahmen Uber die Signalkaskaden der IPC.
Entsprechend der in der Einleitung erwahnten Zweifel kann so die
Arbeitshypothese bestatigt werden: Die CD73 vermittelte extrazellulare
Adenosinbildung ist fir die frihe Phase der IPC im in vitro Modell nicht von
Bedeutung. Weiterflhrende Untersuchungen unseres Labors konnten auch im in
vivo Modell keinen signifikanten Einfluss der CD73-abhangigen Adenosinbildung
feststellen (Wolff u. a. 2010).
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Seit den 80er Jahren des vergangenen Jahrhunderts ist das Phanomen der
ischamischen Prakonditionierung in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses
geruckt. Mitte 2014 waren unter dem Suchbegriff ,ischemic preconditioning” mehr
als 8300 Eintrage in der medizinischen Datenbank ,pubmed‘ gelistet. Die
klassische |IPC ist klinisch nur in ausgewahlten Szenarien mit geplanter
myokardialer Ischamie relevant, so beispielsweise wahrend einer Herzoperation
mit Einsatz der Herzlungenmaschine (Alkhulaifi, Yellon und Pugsley 1994) oder
wahrend einer perkutanen Koronarintervention (Leesar u. a. 1997). Das
zunehmende Verstandnis der mechanistischen Vorgange der Gewebeprotektion
und die Entdeckung von protektiven Vorgangen auch nach einer Ischamie
eroffnen interessante klinische Einsatzmdglichkeiten (Venugopal u. a. 2009).
Adenosin selbst ist schon lange als Medikament zur Behandlung supra-
ventrikularer Tachykardien im klinischen Einsatz (Ganz und Friedman 1995). Die
intravendse Gabe von Medikamenten ist insbesondere in der notfallmedizinischen
Versorgung kritisch kranker Patienten z. B. nach einem Myokardinfarkt Mittel der
Wahl. Interventionen im Intravasalraum sind somit relativ leicht medikamentos
durchfuhrbar. Dem gegenuber ist eine pharmakologische Modulation interstitieller
und intrazellularer Prozesse aufwendiger und zeitintensiver. Deshalb ist hierbei
besonders im Hinblick auf zuklnftige Therapieoptionen eine sorgfaltige begriffliche
Trennung der extrazellularen Adenosinbildung in ,intravasal® und ,interstitiell” zu
fordern. In der aktuellen Literatur wird diese prazise Differenzierung nicht regelhaft
dargestellt. Erste Erfolge konnten bereits mit intravends zugefihrtem Adenosin
erzielt werden. In der 1999 erschienen AMISTAD Studie (Acute Myocardial
Infarction STudy of ADenosine) wurden 236 Patienten mit akutem Herzinfarkt
neben der thrombolytischen Therapie zusatzlich randomisiert mit Adenosin oder
einem Plazebo intravends versorgt. In der Adenosingruppe konnte eine Infarkt-
grolRenreduktion um 33 % im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden.
Allerdings wurde auch eine statistisch nicht signifikante Zunahme der Mortalitat
(8% vs. 5%), der Reinfarktrate (6 % vs. 3 %) und der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz (11 % vs. 7 %) in der Adenosinkohorte beobachtet (Mahaffey u. a.
1999). In der einige Jahre spater durchgefihrten AMISTAD-II Studie wurde eine
wesentlich grofere Patientenzahl mit akutem ST-Hebungsinfarkt (STEMI) und
Thrombolysetherapie oder primarer Katheterintervention eingeschlossen.

Zwischen den Gruppen ,Adenosin“ und ,Plazebo“ gab es hier keinen Unterschied
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bezuglich der Entwicklung einer Herzinsuffizienz, der Reinfarktrate oder der
Todesfalle. Allerdings konnte eine erhebliche Reduktion der Infarktgrof3e durch die
intravendse Infusion von 70 pg/kg Adenosin pro Minute erzielt werden (Plazebo:
27 %; Adenosin: 11 %; p = 0,023) (Ross u. a. 2005). Diese Ergebnisse zeigen,
dass es auch im klinischen Rahmen keine sichere Korrelation zwischen der
Infarktflachenreduktion durch  Adenosineinsatz und einem verbesserten
funktionellen Ergebnis gibt.

Adenosin zeigt erhebliche Nachteile in der Behandlung frischer Herzinfarkte. Es
wirkt erheblich vasodilatierend und kann den AV-Knoten reversibel komplett
blockieren. In den Herstellerinformationen werden konsequenterweise schwere
Hypotonie, dekompensierte Herzinsuffizienz und verschiedene Rhythmus-
stérungen als Gegenanzeigen aufgefuhrt (,Fachinformation Adrekar®“ 2013). Um
die notwendigen pM Konzentrationen am kardialen Wirkort zu erreichen, sind
wahrscheinlich sehr hohe Medikamentenkonzentrationen insbesondere bei
peripherer Injektion notwendig, um die sehr kurze Halbwertzeit auszugleichen. Die
oben beschriebenen Nebenwirkungen durften sich daher vervielfachen. Vor
diesem Hintergrund dirfte auch zukunftig der Einsatz stabilerer Adenosinrezeptor-
Agonisten durch die o. g. Nebenwirkungen limitiert sein. Kardioprotektive
Substanzen mit anderen Wirkungsmechanismen, wie zum Beispiel Cyclosporin
(Ghaffari u. a. 2013) oder Sevoflurane (Shiomi u. a. 2013) kdnnten an Bedeutung
gewinnen. Auch andere Organe, wie zum Beispiel die Leber profitieren von der
Protektion durch Prakonditionierung (Clavien u. a. 2003). Auf diesem Gebiet sind

erhebliche Erkenntnisse und Erfolge zu erwarten.
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7. Anhang

e A

UNIVERSITAT
DUSSELDORF

Universitatsklinikum Dusseldorf

Tierversuchsanlage
Zentrale Einrichtung
Geschaftsf. Direktorin: Dr. Annemarie Treiber

Ubungsschein

Richard Truse

Herz- und Kreislaufphysiologie
geb. am: 28.05.1985

in: Wuppertal

hat an der versuchstierkundlichen Einfuhrung fur wissenschaftliche und technische Mitarbeiter, Dokto-
randen und Studenten zum Erwerb des Fachkundenachweises gem. § 9 des geltenden Tierschutzge-
setzes mit Erfolg teilgenommen.

Den Teilnehmern werden theoretische Kenntnisse und praktische Fahigkeiten auf dem Gebiet der
Versuchstierkunde vermittelt.

Allg. Kurseinfiihrung; Entwicklung des Tierschutzgedankens; Tierschutzgesetz,

Verordnungen, (Alters-, Geschlechtsbestimmung) 3 Std.

Einfilhrung in die Versuchstierkunde (Markierung von Versuchstieren) 3 Std.
Gesundheitsiiberwachung von Versuchstierhaltungen

(Probenentnahme; Gefahrstoffe, Abwasser) 3 Std.
Narkose (am Beispiel kleiner Nager);

sachgerechter Umgang mit Narkotika 3 Std.

Belastung im Tierversuch; Schmerztherapie 3 Std.
Statistische Grundbegriffe und Verfahren 3 Std.

Vergleichende Anatomie und Physiologie ausgewahlter Versuchstiere

(Skelett und Gelenke, Verdauungssystem, Medikamente) 4,5 Std.
Fiihrung durch die Tierversuchsanlage 1,5 Std.

Ersatz- und Ergdnzungsmethoden 3 Std.

Antragsverfahren, Meldeverordnung 3 Std.
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el

Diisseldorf, den 23.11.2007 Dr. A. Treiber

Bei allen fettgedruckten Teilen und 3 Modulen tierspezifische Ubungen ist die Teilnahme obligatorisch

Abb. 7.1 Bescheinigung tiber die Tierversuchskunde
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