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Zusammenfassung

Die Herz-Kreislauf-Erkrankungen zdhlen zu den hiufigsten Todesursachen im
Erwachsenenalter in den Industrienationen. Als akutes Ereignis spielt dabei der
Myokardinfarkt eine vorrangige Rolle. Die zeitnahe Reperfusion des ischdmischen
Myokards ist obligatorisch, um den nekrotischen Untergang von Myokardzellen zu
verhindern. Jedoch wirkt auch die Reperfusion per se toxisch auf die Zellen. Das
ischdmische Postkonditionierungsphédnomen bietet eine Mdglichkeit, diesen Ischdmie-
Reperfusionsschaden einzugrenzen. Mitochondriale calciumsensitive Kaliumkanile
grofer Leitfahigkeit (mBKci.-Kanile) sind bei der ischdmischen Postkonditionierung
(PostC) beteiligt. Es ist unbekannt, ob die mBKca.-Kanéle bei der pharmakologischen
PostC mit Milrinon (Phosphodiesterase-11I-Inhibitor) beteiligt sind.

Diese Arbeit untersucht, ob eine dosisabhdngige Milrinon-induzierte PostC den
Ischdmie-Reperfusionsschaden reduziert und ob dieser protektive Effekt iiber die
mBKca-Kanéle vermittelt wird.

Experimentell untersucht wurden diese Fragestellungen an isolierten Herzen von
jungen, minnlichen WISTAR-Ratten im Langendorff-Modell. Die Herzen wurden mit
Krebs-Henseleit-Puffer perfundiert und unterliefen eine globale, 33-miniitige Ischimie
und 60-miniitige Reperfusionsphase. Am Versuchsende wurde die InfarktgroBe mittels
TTC-Féarbung bestimmt. In einer ersten Versuchsserie zur Milrinon-Dosisfindung
wurden die Tiere in sieben Gruppen (je Gruppe n = 10) randomisiert. Milrinon wurde
mit Reperfusionsbeginn iiber zehn Minuten in den Konzentrationen 0,3 (Mil 0,3), 1
Mil 1), 3 (Mil 3), 10 (Mil 10), 30 (Mil 30) und 100 (Mil 100) uM appliziert. Die
Kontrolltiere (Con 1) erhielten das Vehikel, bestehend aus Dimethylsulfoxid (DMSO)
und Krebs-Henseleit-Puffer. Basierend auf den Ergebnissen der ersten Serie wurden die
Versuche der zweiten Reihe mit 3 pM Milrinon fortgefiihrt. Die Tiere wurden in vier
Gruppen (je Gruppe n = 8/9) randomisiert. Mit Beginn der Reperfusion wurde iiber
zehn Minuten Milrinon (Mil), Milrinon mit 1 pM Paxillin (mBKca-Kanalinhibitor,
[Mil + Pax]) oder 1 uM Paxillin (Pax) alleine appliziert. Die Kontrollgruppe (Con 2)
erhielt die Vehikellosung. Die statistische Auswertung erfolgte iiber einen One-way
ANOVA mit Tukey’s post hoc test; p<0,05. Die Daten wurden als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

In den Experimenten der ersten Serie zeigte sich eine signifikante
InfarktgréBenreduzierung auf 22 + 7 % (p < 0,05 versus (vs.) Con 1: 37 =7 %) bei einer
Konzentration von 3 uM Milrinon. Hohere Konzentrationen Milrinon (10, 30 und 100
uM) reduzierten die InfarktgréBe nicht weiter (Mil 10: 24 + 8 %; Mil 30: 25 + 6 %; Mil
100: 21 £ 8 %; nicht signifikant (ns) vs. Mil 3). Niedrigere Konzentrationen Milrinon
(0,3 und 1 pM) waren nicht protektiv (Mil 0,3: 44 £5 %; Mil 1: 40 £3 %; ns vs.
Con 1). In der zweiten Serie betrug die InfarktgroBe in der Kontrollgruppe 42 + 8 % des
Risikogebiets. Milrinon-induzierte PostC reduzierte die InfarktgroBe auf 25+6 %
(p<0,05 vs. Con2). Paxillin blockierte die Milrinon-induzierte Kardioprotektion
(Mil + Pax: 42 +9 %, p <0,05 vs. Mil). Paxillin alleine hatte keinen Einfluss auf die
InfarktgroBe (Pax: 47 + 4 %, ns vs. Con 2).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Milrinon-induzierte PostC kardioprotektiv wirkt und
dieser Effekt liber eine Aktivierung der mBKc,-Kanile vermittelt wird.

Die gezielte, pharmakologische PostC konnte klinisch als einfache, additive Maflnahme
zur klassischen Reperfusionstherapie bei akuten ischdmisch-kardialen Ereignissen
eingefiihrt werden und durch die Reduzierung des myokardialen Ischdmie-
Reperfusionsschadens die Uberlebensrate von betroffenen Patienten verbessern.
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Summary

Cardiovascular diseases are one of the main causes of death in the industrialized nations
in adulthood. As an acute event the myocardial infarction plays a leading role. The
contemporary reperfusion of the myocardium is mandatory to avoid the necrotic decline
of cardiac muscle cells. Paradoxically reperfusion also appears to have a toxic effect on
the cells. The ischemic postconditioning phenomenon offers an opportunity to set limits
to this ischemic-reperfusion injury. Mitochondrial calcium-sensitive potassium channels
(mBKca-channels) are part of ischemic postconditioning. It is unknown whether
mBKc,-channels are involved in milrinone (phosphodiesterase-3-inhibitor) - induced
postconditioning.

The goal of this study was to discover whether a dose-dependent milrinone-induced
postconditioning leads to a reduction of ischemic-reperfusion injury and if this
cardioprotective effect involves activation of mBKc,-channels.

The experimental studies were conducted on the isolated rat heart from two-month-old,
male WISTAR rats in a Langendorff system. Hearts were perfused with Krebs-
Henseleit buffer and subjected to 33 minutes of global ischemia and 60 minutes of
reperfusion. At the end of an experiment infarct size was determined by TTC staining.
In a first series to determine a dose-effect curve rats were randomized into seven groups
(n= 10 per group). At the onset of reperfusion milrinone was applied for ten minutes in
the following concentrations: 0.3 (Mil 0.3), 1 (Mil 1), 3 (Mil 3), 10 (Mil 10), 30 (Mil
30) and 100 (Mil 100) uM. The control group (Con 1) received the vehicle consisting of
dimethylsulfoxid (DMSO) and Krebs-Henseleit buffer. Based on the results of the first
series, further experiments in the second series were conducted with 3 uM milrinone.
Hearts were randomized into four groups (n= 8/9 per group). With the onset of
reperfusion milrinone (Mil), milrinone with 1 uM paxilline (mBKca-channel-inhibitor,
[Mil+ Pax]) or 1 uM paxilline alone (Pax) were applied over ten minutes. The control
group (Con 2) received the vehicle. All data (mean + standard deviation) were analysed
with a One-way ANOVA with Tukey’s post hoc test; p < 0.05.

In the first series milrinone at a concentration of 3 uM reduced infarct size significant to
22 £ 7% (p < 0.05 versus (vs.) Con 1: 37 = 7%). Higher concentrations of 10, 30 and
100 uM milrinone did not lead to a further infarct size reduction (Mil 10: 24 + 8%; Mil
30: 25 £ 6%; Mil 100: 21 + 8%; not significant (ns) vs. Mil 3). Concentrations of 0.3
und 1 uM milrinone were not protective (Mil 0.3: 44 + 5%; Mil 1: 40 + 3%; ns vs. Con
1). In the second series the control group had an infarct size of 42 =+ 8%.
Postconditioning with 3 uM milrinone reduced infarct size to 25 £ 6% (p < 0.05 vs. Con
2). Paxilline blocked milrinone-induced cardioprotection (Mil+ Pax: 42 + 9%, p < 0.05
vs. Mil). Paxilline alone had no effect on infarct size (Pax: 47 +4 %, ns vs. Con 2).

The results show that milrinone-induced postconditioning has a cardioprotective effect.
They further show that this effect involves activation of mBKca-channels. The selective
pharmacological postconditioning could be translated into the clinical routine as an
easy, additive procedure to the classic reperfusion therapy in events of acute myocardial
infarction. The resulting reduction of ischemic-reperfusion injury could improve the
survival rate in affected patients.

II



Abkirzungsverzeichnis

AAR
Abb.
AOP
cAMP
CF

CK
DMSO
GLP-1
HF

i.p.
iPostC
IR-Schaden
JAK
LVPgys
LVPsys
MAD

mBKca -Kanale

IPC
ns
NS1619

PKA
PostC
PTCA
RISK
RIPC
ROS
RPP
SAFE
STAT3
TTC
Vs.
ZETT

Area at Risk

Abbildung

Aortic Pressure

Zyklisches Adenosinmonophosphat
Koronarfluss

Kreatinin-Kinase

Dimethylsulfoxid

Glucagon-Like Peptide 1

Herzfrequenz

Intraperitoneal

Ischamische Postkonditionierung
Ischamie-Reperfusionsschaden
Janus-Kinase

Linksventrikularer enddiastolischer Druck
Linksventrikularer endsystolischer Druck
Mittlerer arterieller Druck

Mitochondriale calciumsensitive
Kaliumkanale grofRer Leitfahigkeit
Ischamische Prakonditionierung

Nicht Signifikant
1,3-Dihydro-1-[2-hydroxy-5-
(trifluoromethyl)phenyl]-5-(trifluoromethyl)-2H-
benzimidazol-2-one

Proteinkinase A

Postkonditionierung

Perkutane Transluminale Koronarangioplastie
Reperfusion Injury Salvage Kinase
Remote ischamische Prakonditionierung
Reactive Oxygen Species

Rate Pressure Product

Survival Activating Factor Enhancement.

Signal Transducer and Activator of Transcription 3

Triphenyltetrazoliumchlorid
versus
Zentrale Einrichtung fur Tierforschung und

wissenschaftliche Tierschutzaufgaben

III



SI-Einheiten

g

kg
g/mol
Hg
mM
UM

I

i
mmHg

min

Gramm
Kilogramm
Gramm pro Mol
Mikrogramm
Millimolar
Mikromolar
Liter

Mikroliter
Millimeter Quecksilbersaule
Sekunden
Minuten
Stunde

IV



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG

1.1 AKUTER MYOKARDINFARKT 1
1.1.1 DEFINITION, INZIDENZ UND FOLGEN
1.1.2 PATHOPHYSIOLOGIE DES ISCHAMIE-REPERFUSIONSSCHADENS 2
1.2 KONDITIONIERUNG ALS STRATEGIE ZUM SCHUTZ VOR EINEM ISCHAMIE-

REPERFUSIONSSCHADEN 4
1.2.1 ISCHAMISCHE PRAKONDITIONIERUNG 4
1.2.2 ISCHAMISCHE POSTKONDITIONIERUNG 5
1.2.3 MECHANISMEN DER ISCHAMISCHEN PRA- UND POSTKONDITIONIERUNG 7
1.3 PHARMAKOLOGISCHE POSTKONDITIONIERUNG 9
1.4 MILRINON 11
1.5 MITOCHONDRIALE CALCIUMSENSITIVE KALIUMKANALE GRORER LEITFAHIGKEIT 13
1.6 DAS ISOLIERTE HERZ NACH LANGENDORFF 16
1.7 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG DER DISSERTATION 16
2 MATERIAL UND METHODIK 17
21 MATERIAL 17
2.1.1 VERSUCHSTIERE 17
2.1.2 MODIFIZIERTE KREBS-HENSELEIT-LOSUNG 18
2.1.3 LANGENDORFF-ANLAGE 19
2.1.4 LABORGERATE 20
2.1.5 PHARMAKA 20
2.1.6 CHEMIKALIEN 21
2.1.7 GASE 22
2.1.8 COMPUTER UND SOFTWARE 22
2.2 METHODIK 23
2.2.1 PRAPARATION UND ISOLIERTE PERFUSION DES RATTENHERZENS 23
2.2.2 UNTERSUCHUNG ZUM NACHWEIS DES PROTEKTIVEN EFFEKTS DER ISCHAMISCHEN

PRA- UND POSTKONDITIONIERUNG 25

2.2.3 UNTERSUCHUNG DES PROTEKTIVEN EFFEKTS VON MILRINON 27
2.2.4 TTC-FARBUNG DER HERZEN 33
2.2.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG 34



3 ERGEBNISSE

35

3.1 INFARKTGROREN DER VORVERSUCHE ZU ISCHAMISCHER PRA- UND

POSTKONDITIONIERUNG 35
3.2 ERGEBNISSE DER MILRINON-DOSISFINDUNGSSTUDIE 36
3.2.1 INFARKTGROREN 36
3.2.2 HAMODYNAMIK 38
3.2.3 TIERGEWICHT, HERZGEWICHT UND ISCHAMISCHE KONTRAKTUR 40
3.3 ERGEBNISSE DER PAXILLIN-STUDIE 41
3.3.1 INFARKTGROREN 41
3.3.2 HAMODYNAMIK 43
3.3.3 TIERGEWICHT, HERZGEWICHT UND ISCHAMISCHE KONTRAKTUR 44
4 DISKUSSION 45
4.1 DISKUSSION — MATERIAL UND METHODIK 46
4.1.1 MODIFIZIERTE KREBS-HENSELEIT-LOSUNG 46
4.1.2 ISOLIERTES HERZ IM LANGENDORFF-MODELL 48
4.2 DISKUSSION — ERGEBNISSE 51
4.2.1 KARDIOPROTEKTIVER EFFEKT VON ISCHAMISCHER PRA- UND
POSTKONDITIONIERUNG 51
4.2.2 DOSISABHANGIGER KARDIOPROTEKTIVER EFFEKT VON MILRINON 52
4.2.3 BLOCKIERUNG DES MILRINON-INDUZIERTEN KARDIOPROTEKTIVEN EFFEKTS IN DER
PAXILLIN-STUDIE 57
5 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK 62
6 LITERATURVERZEICHNIS 65

VI



Abbildungsverzeichnis

ABB.
ABB.

1:
2:

ABB. 3

ABB.
ABB.
ABB.
ABB.

ABB.
ABB.
ABB.

N o a bk

MILRINON

SCHEMATISCHER AUFBAU EINER LANGENDORFF-ANLAGE
VERSUCHSABLAUF DER VORVERSUCHSREIHE ZU ISCHAMISCHER PRA- UND
POSTKONDITIONIERUNG

VERSUCHSABLAUF DER MILRINON-DOSISFINDUNGSSTUDIE
VERSUCHSABLAUF DER PAXILLIN-STUDIE

PLANIMETRIE EINES RATTENHERZENS NACH TTC-FARBUNG
INFARKTGROREN DER VORVERSUCHSREIHE ZU ISCHAMISCHER PRA- UND
POSTKONDITIONIERUNG

INFARKTGROREN DER MILRINON-DOSISFINDUNGSSTUDIE
INFARKTGROREN DER PAXILLIN-STUDIE

10: SIGNALKASKADE DER MILRINON-INDUZIERTEN KARDIOPROTEKTION

VII

11
24

26
29
33
34

36
37
42
63



Tabellenverzeichnis

TABELLE 1:
TABELLE 2:

TABELLE 3:

TABELLE 4:

TABELLE 5:

TABELLE 6:

TABELLE 7:
TABELLE 8:

ZUSAMMENSETZUNG DER MODIFIZIERTEN KREBS-HENSELEIT-LOSUNG
PIPETTIERSCHEMA FUR MILRINON (PHOSPHODIESTERASE-III-INHIBITOR) IN
DER MILRINON-DOSISFINDUNGSSTUDIE

PIPETTIERSCHEMA FUR 3 yM MILRINON (PHOSPHODIESTERASE-III-
INHIBITOR) IN DER PAXILLIN-STUDIE

PIPETTIERSCHEMA FUR 1 uM PAXILLIN (MBKca-KANALINHIBITOR) IN DER
PAXILLIN-STUDIE

HAMODYNAMISCHE PARAMETER DER MILRINON-DOSISFINDUNGSSTUDIE
TIERGEWICHTE, HERZTROCKEN- UND -NASSGEWICHTE SOWIE ZEITPUNKT
UND HOHE DER MAXIMALEN ISCHAMISCHEN KONTRAKTUR DER MILRINON-
DOSISFINDUNGSSTUDIE

HAMODYNAMISCHE PARAMETER DER PAXILLIN-STUDIE

TIERGEWICHTE, HERZTROCKEN- UND -NASSGEWICHTE SOWIE ZEITPUNKT
UND HOHE DER MAXIMALEN ISCHAMISCHEN KONTRAKTUR DER PAXILLIN-
STUDIE

VIII

18

28

30

31

39

41
43

45



1 Einleitung
1.1 Akuter Myokardinfarkt

1.1.1 Definition, Inzidenz und Folgen

Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie z.B. die chronische ischdmische Herzkrankheit
zédhlen in den Industrienationen zu den héaufigsten Todesursachen im Erwachsenenalter
(1). Die steigende Inzidenz und Prévalenz dieser chronischen Erkrankungen sind mit
der stetig wachsenden Lebenserwartung und dem demografischen Wandel assoziiert
(2).

Als akutes Ereignis und mogliche Folge einer bestehenden ischdmischen Herzkrankheit
spielt der Myokardinfarkt eine vorrangige Rolle. Ein akuter Myokardinfarkt ist definiert
als eine ,,irreversible Nekrose groBerer zusammenhidngender Myokardanteile, meist
infolge eines akuten Koronarverschlusses™ (3). Morbiditdt und Mortalitét infolge eines
Myokardinfarkts steigen mit hoherem Alter (4).

Laut Statistischem Bundesamt wurden im Jahr 2015 in Deutschland iiber 200 000
Patienten aufgrund eines akuten Myokardinfarkts vollstationdr behandelt (5). Knapp
50000 Patienten verstarben daran (6). Arbeitsausfille und langfristige
Krankschreibungen als Folge von Herz-Kreislauf-Erkrankungen belasten das
Gesundheitssystem und die Wirtschaft (7).

Es gibt verschiedene Risikofaktoren, die einen akuten Koronarverschluss beglinstigen
konnen. Dazu zdhlen mangelnde korperliche Bewegung, Nikotinabusus,
Hyperlipiddmie, Adipositas, Diabetes mellitus, Fehlerndhrung und die arterielle
Hypertonie (8). Die hiufigste Ursache eines akuten Myokardinfarkts ist die Ausbildung
eines Thrombus im myokardialen Gefaf3system. Diese Thrombusbildung ist meist Folge
einer Thrombozytenaggregation aufgrund eines Risses in einer arteriosklerotischen
Plaque. Eine GefdBthrombose kann zu einem ischdmischen Myokardinfarkt fiihren,
indem der Thrombus einen Teil der koronaren Gefalversorgung verschlieft (8).

Infolge des Myokardinfarkts kann es zu unterschiedlichen Komplikationen kommen. In
der Akutphase sind Rhythmusstorungen in Form von Leitungsblockierungen, Vorhof-
und Kammerflimmern sowie die ventrikuldre Extrasystolie und Tachykardie von

Bedeutung. Auch zu nennen sind Kontraktionsstorungen, kardiogener Schock,



Papillarmuskelabriss sowie Ventrikelwand- und Septumruptur. FEine weitere
Akutkomplikation ist die Pericarditis epistenocardia. Die chronischen Komplikationen

umfassen ebenfalls Rhythmusstorungen sowie Herzinsuffizienz (8).

1.1.2 Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens

Die Kardiomyozyten reagieren auf eine akute Minderdurchblutung mit
unterschiedlichen Formen der Schiadigung. Es kann zum einen infolge der Ischimie zu
einem Kontraktilitdtsverlust kommen. Eine mogliche Erklarung dafiir ist die Anpassung
des Myokards an die ischimischen Bedingungen, indem es seinen Energieverbrauch
drastisch senkt und damit potenziell seine Vitalitdt erhdlt. Wenn die Ischdmie allerdings
langer als 20 bis 40 Minuten besteht, bilden sich Zellnekrosen im betroffenen
Versorgungsareal aus. Dieser Zelluntergang ldsst sich serologisch am Anstieg des
Troponin T und der Kreatinin-Kinase (CK) beziehungsweise an deren Isoenzym CK-
MB messen (8). Weitere Formen der myokardialen Zellschidigung sind das hibernating
myocardium sowie das stunned myocardium. Hibernating myocardium beschreibt einen
reversiblen Zustand der Kontraktilititsreduktion und linksventrikuldren Dysfunktion
infolge eines geringen koronaren Blutflusses. Kommt es zu einer adidquaten
Revaskularisierung des betroffenen Areals, ist eine Wiederherstellung der normalen
Herzfunktion méglich (9). Der Begriff stunned myocardium beschreibt postischdmische
anhaltende Kontraktionsstorungen trotz Reperfusion und ohne die Zellen dauerhaft
geschédigt zu haben (10). In der klinischen Praxis ist beim akuten Myokardinfarkt ein
effektives und schnelles Einleiten der Reperfusion entscheidend, um die Nekrose der
Myokardzellen und damit das Infarktgebiet einzugrenzen (11). Therapeutisch kann dies
vorzugsweise durch eine primére perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA)
erreicht werden oder bei Fehlen der entsprechenden Ressourcen durch eine systemische
Fibrinolyse (Ubersicht in 12).

Paradoxerweise resultiert die Reperfusion ischdmischen Gewebes in einer weiteren
Schidigung des betroffenen Areals. Diese irreversiblen Schiden am Myokard werden
als Ischdmie-Reperfusionsschidden (IR-Schaden) bezeichnet. Dieser IR-Schaden betrifft
die Zellen, die direkt vor der Wiederherstellung von Perfusion noch lebensfihig
gewesen wiren (Ubersicht in 13).

Erstmals beschrieben wurde der IR-Schaden 1960 von Jennings et al. in ihren
Ausfiihrungen zu der Histologie des reperfundierten, ischdmischen Hundeherzens (14).

Sie berichteten von Zellschwellung, Kontraktur der Myofibrillen, Disruption der
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Sarcolemma und dem Auftreten von intramitochondrialen Calcium-Phosphat-Partikeln
(15). Im Laufe der Zeit wurden potenzielle Mediatoren des IR-Schadens beschrieben.
Dazu zédhlen unter anderem oxidativer Stress, intrazelluldrer Calciumiiberschuss, das
Offnen der mitochondrialen Permeabilititstransitionspore (mPTP) sowie die
Hyperkontraktur von Kardiomyozyten (16). Der intrazellulare Calciumiiberschuss ist
eine Folge der anaeroben Zellrespiration widhrend akuter Ischdmie. Anaerobe
Zellrespiration flihrt zu Laktatproduktion und damit zu einem pH-Abfall (< 7,0). Der
pH-Abfall induziert die Na"™-H"-Pumpe, H'-lonen nach extrazelluldr zu transportieren.
Dies fithrt zu einem intrazelluliren Na'-Uberschuss, was wiederum die 2Na'-Ca?'-
Pumpe dazu bringt, entgegen ihrer natiirlichen Funktionsweise, Na'-lonen ebenfalls
nach extrazellulir zu transportieren (16). Dies flihrt schlussendlich zu einem
intrazelluliren Ca>"*-Uberschuss. Der niedrige pH-Wert in der Zelle verhindert in dieser
Situation das Offnen der mPTP und eine Hyperkontraktur der Kardiomyozyten (16).
Kommt es zur Reperfusion und der damit verbundenen Wiederverfiigbarkeit von
Sauerstoff, wird die Elektronentransportkette reaktiviert und generiert reactive oxygen
species (ROS). Andere Quellen der ROS-Generierung sind die Xanthin-Oxidase der
Endothelzellen und die NADPH-Oxidase der neutrophilen Granulozyten. ROS
vermitteln einen myokardialen IR-Schaden, indem das Offnen der mPTP induziert wird.
Ferner wirkt ROS chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und vermittelt eine
Fehlfunktion des sarkoplasmatischen Retikulums. Dies trigt zum intrazelluldren Ca**-
Uberschuss bei und fiihrt zu Schiiden der Zellmembran, zu Denaturierung von Enzymen
sowie zu oxidativen Schiden an der DNA (16). Reperfusion und Reaktivierung der Na'-
H*-Pumpe fiihren auch dazu, dass der physiologische pH-Wert rapide wiederhergestellt
wird. Dies hebt den inhibitorischen Effekt auf das Offnen der mPTP auf und 16st die
Hyperkontraktur der Kardiomyozyten aus. Des Weiteren wird durch die Reperfusion
das mitochondriale Membranpotenzial wiederhergestellt, was den Einstrom von
Calcium ins Mitochondrium provoziert. Dieser mitochondriale Calciumeinstrom kann
ebenfalls das Offnen der mPTP induzieren (16). Die mPTP ist ein nicht-selektiver
Kanal der inneren Mitochondrienmembran, das Offnen der mPTP fiihrt zur
Depolarisierung dieser Membran und zur Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung
(Atmungskette). Dadurch kommt es zur ATP-Erschopfung und letztendlich zum Zelltod
(17, 18).

Die mPTP als Teil des Mitochondriums ldsst sich als gemeinsamer Endpunkt der

genannten Mediatoren (oxidativer  Stress, intrazelluldrer Calciumiiberschuss,
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Hyperkontraktur der Kardiomyozyten) und als Effektor des IR-Schadens beschreiben.
Damit ist die mPTP eine wichtige Zielstruktur fiir Kardioprotektion.

Studien im Tiermodell zum akuten Myokardinfarkt lassen vermuten, dass bis zu 50 %
der finalen InfarktgroBe auf den Reperfusionsschaden zuriickzufiihren sind (15).
Interessanterweise fiihrt eine hypoxische Reperfusion oder ein graduelles Zufiihren von
Sauerstoff in der Reperfusion zu einem vergleichsweise kleinen Schaden am Gewebe
(19, 20). Daraus lasst sich ableiten, dass die direkte Reperfusion mit oxygeniertem Blut
das ischamische Gewebe weiter schadigt.

Ischdmie und Reperfusion kdnnen schwere, irreversible Schiden am Herzen ausldsen.
Selbst die verbesserten therapeutischen Versorgungsstrategien myokardialer,
ischdmischer Ereignisse durch u. a. Thrombolyse und PTCA konnten Mortalitdt und
Morbiditit noch nicht ausreichend senken. Deshalb bedarf es Strategien, die das Herz
vor den Konsequenzen schiitzen konnen und iiber die schnelle Reperfusionstherapie
hinausgehen. Einen vielversprechenden Ansatz stellt dabei das Phénomen der

Konditionierung dar.

1.2 Konditionierung als Strategie zum Schutz vor einem
Ischamie-Reperfusionsschaden

1.2.1 Ischamische Prakonditionierung

Die ischdmische Konditionierung beschreibt kurze Episoden subletaler Ischimiephasen
des Myokards, die mechanisch ausgeldst werden. In diesen kurzen Ischdmiephasen wird
die Blutzufuhr zum Herzen, je nach Protokoll, global oder regional unterbrochen. Diese
Episoden verursachen keinen irreparablen Schaden, sondern stoBen korpereigene
Prozesse an, die die Resistenz des Gewebes gegeniiber einer linger andauernden
Ischdamie steigern (21). Die Konditionierung des Herzens kann vor, wéhrend oder nach
einer ldngeren Ischdmie erfolgen und wird entsprechend als Prd-, Per- bzw.
Postkonditionierung bezeichnet. Eine weitere Variante ist die remote ischdmische
Konditionierung, wobei repetitive Ischdmiezyklen an einem herzfernen Organ einen
Schutz vor lingeren Ischimiephasen am Herzen bewirken (Ubersicht in 22). Murry et
al. beschriecben im Jahr 1986 erstmals das Phidnomen der ischdmischen
Prikonditionierung (IPC) am Hundeherzen (23). Hierbei lieB sich die myokardiale
Infarktgrofe durch kurze subletale, regionale Phasen von Ischdmie und Reperfusion vor

einer ldnger andauernden Ischdmie um 75 % reduzieren. Murry et al. erreichten diese
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Infarktgrofenreduzierung, indem sie fiir viermal fiinf Minuten den Ramus circumflexus
der linken Koronararterie invasiv okkludierten, jeweils getrennt durch fiinf Minuten
Reperfusion, bevor sie diesen flir eine ldngere Ischdmiephase von 40 Minuten
verschlossen. Der kardioprotektive Effekt der ischdmischen Prakonditionierung (IPC)
wurde in der Folge an weiteren Spezies wie Méausen (24), Schweinen (25), Kaninchen
(26), Ratten (27) und Schafen (28) bestitigt. Des Weiteren konnte der positive Effekt
der IPC auch in einer Vielzahl von anderen ischdmischen Organmodellen gezeigt

werden. Dazu zdhlen die Niere (29), Leber (30), Diinndarm (31) und das Gehirn (32).

Das IPC-Protokoll ist in der klinischen Anwendung in Situationen anwendbar, in denen
eine Episode myokardialer Ischdmie sicher vorhersehbar ist. Dies schlief3t Patienten mit
ein, bei denen eine kardiale Bypass-Operation, eine Herztransplantation oder auch eine
perkutane Koronarintervention geplant ist. Die IPC wird mit den derzeit gingigen
intraoperativen  kardioprotektiven ~MaBnahmen, bestehend aus extrakorporaler
Zirkulation, Hypothermie und Kardioplegie, kombiniert. 1993 konnten Yellon et al.
erstmals zeigen, dass bei Patienten, die eine elektive Bypass-Operation erhielten, das
clamping der Aorta von zweimal drei Minuten, getrennt durch jeweils zwei Minuten
Reperfusion, zu verbesserten myokardialen ATP-Spiegeln fiihrte (33). Dasselbe IPC-
Protokoll erreichte in einer nachfolgenden Studie die Reduktion des myokardialen
Schadens im Sinne einer Senkung der Troponin-T-Serumspiegel nach 72 Stunden bei

Patienten, die sich einer elektiven Bypass-Operation unterzogen (34).

Es ist festzuhalten, dass es sich bei der IPC um eine invasive Methode handelt. Das
clamping und declamping der Aorta geht mit Risiken einher und schrinkt daher die
klinische Anwendung ein. Auch ist die Anwendung auf antizipierbare, ischdmische

Ereignisse beschrinkt.

1.2.2 Ischamische Postkonditionierung

Aus dem Konzept der IPC hat sich im Laufe der Forschung das Protokoll der
ischdmischen Postkonditionierung (iPostC) entwickelt. Dieses neuere Schema bietet
den klinisch relevanten Vorteil, dass auch nach erfolgter Schidigung wie z. B. durch
einen akuten Myokardinfarkt eine kardioprotektive Mallnahme durchgefiihrt werden
kann. Damit ist dieses Protokoll nicht auf planbare Phasen von Ischdmie und

Reperfusion (z. B. elektiver Eingriff am Herzen) begrenzt.



Die iPostC wurde erstmals von Zhao et al. 2004 im in vivo-Hundemodell beschrieben.
Einer 60-miniitigen Ischdmie folgte eine dreistiindige Reperfusion des Hundeherzens.
Diese Reperfusion wurde mit drei Zyklen a 30 Sekunden Okklusion und Reperfusion
des Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie begonnen. Die positive
Auswirkung auf das Myokard zeigte sich nicht nur in einer signifikanten
Infarktgroenreduzierung um 44 % gegeniiber der Kontrollgruppe. Beobachtet wurden
auch eine Verringerung eines myokardialen Odems, verminderte Akkumulation von
neutrophilen Granulozyten, verminderter apoptotischer Zelltod und verbesserte
Endothelfunktion. Die Ergebnisse von Zhao et al. zeigten, dass der protektive Effekt
von iPostC dhnlich dem der IPC ist (35).

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass iPostC zellbiologisch bei den wichtigen
Mediatoren des IR-Schadens ansetzt und dadurch, ergédnzend zu den Ergebnissen von
Zhao et al., den oxidativen Stress reduziert, intrazelluliren Calciumiiberschuss

verringert (36) sowie eine verzogerte Umkehr der Azidose erreicht (37).

Den experimentellen iPostC-Studien schlossen sich klinische Studien an. Drei klinische
Studien derselben Arbeitsgruppe haben das Potenzial von iPostC an unterschiedlichen
Patientenkohorten untersucht, die sich einem elektiven kardiochirurgischen Eingriff
unterzogen (38—40). Das iPostC-Protokoll erfordert jedoch, entsprechend dem IPC-
Protokoll, ein invasives clamping und declamping der Aorta mit dem Unterschied, dass
es hier zu dem Zeitpunkt des declamping der Aorta nach koronarem Bypass induziert
wird. Luo et al. (38) untersuchten bei 24 Kindern, die sich einer Operation zur
Korrektur der Fallot-Tetralogie unterzogen, den protektiven Effekt von iPostC (2-mal
30s clamping und declamping zum Zeitpunkt des declamping der Aorta nach
koronarem Bypass). Das invasive iPostC-Protokoll reduzierte den Myokardschaden,
widerspiegelnd in niedrigeren perioperativen Troponin-T- und CK-MB-Spiegeln sowie

einem geringeren postoperativen Bedarf an positiv-inotropen Medikamenten.

Ein &hnliches iPostC-Protokoll wurde von Luo et al. bei erwachsenen Patienten
eingesetzt, bei denen eine elektive Klappenersatz-Operation durchgefiihrt wurde (39),
sowie bei Kindern, bei denen eine chirurgische Korrektur einer kongenitalen
Herzerkrankung erfolgte (40). Auch in diesen beiden Studien reduzierte das iPostC-
Protokoll den Myokardschaden. In allen drei Studien von Luo et al. wurde 1PostC mit

den derzeit gingigen kardioprotektiven Maflnahmen kombiniert.

6



Entsprechend dem IPC-Protokoll besitzt auch das invasive iPostC-Protokoll Risiken.
Das clamping und declamping der Aorta erhdhen das Risiko von Thromboembolien und

beschrinken dadurch die klinische Anwendung.

Patienten, die einen akuten Myokardinfarkt erleiden, bendtigen eine kardioprotektive
Strategie, die nach der myokardialen Indexischdmie oder mit der myokardialen
Reperfusion durch PTCA induziert werden kann. Die iPostC représentiert eine solche
kardioprotektive Strategie. Tatsdchlich wurden innerhalb von zwei Jahren nach der
Erstbeschreibung der iPostC klinische Studien zu der Anwendung an Patienten mit

akutem Myokardinfarkt veroffentlicht (41, 42).

In diesen klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass das Unterbrechen der
myokardialen Reperfusion nach der Stentimplantation durch vier einminiitige
Niedrigdruck-In- und Deflationen des koronaren Angioplastie-Ballons die myokardiale
Reperfusion verbesserte, die Infarktgrofe reduzierte (direkt sowie nach sechs Monaten)
sowie die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (nach einem Jahr) verbesserte (41-—43).
Damit konnten nicht nur kurzfristige, sondern auch langfristige positive Effekte auf das

Myokard durch iPostC nachgewiesen werden.

Auch diese Form der klinischen Anwendung von iPostC ist aufgrund der gleichen
Griinde und Risiken wie bei den vorher beschriebenen invasiven iPostC-Protokollen,

limitiert und gleichzeitig auf Patienten begrenzt, die eine PTCA erhalten.

1.2.3 Mechanismen der ischamischen Pra- und
Postkonditionierung

Das experimentelle Design der iPostC hat sich aus der IPC entwickelt. Auch die
kardioprotektiven Effekte der beiden Protokolle dhneln sich. Deshalb ist es naheliegend,
dass sie dhnliche Signalwege nutzen. Zu diesen Signalwegen, iiber die IPC und iPostC
eine endogene Kardioprotektion vermitteln, gehort der RISK-Signalweg (44). RISK
steht fiir reperfusion injury salvage kinase und beschreibt eine Gruppe aus
Proteinkinasen, die bei spezifischer Aktivierung wihrend der Reperfusion
Kardioprotektion vermitteln und damit einen IR-Schaden verhindern (45, 46). Wichtige
Proteinkinasen des RISK-Signalwegs sind der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Akt
und die p42/p44  Extracellular-signal  regulated Kinase (Erk1/2). Ein

Konditionierungsstimulus 16st eine Phosphorylierung dieser Kinasen aus, wodurch sie
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aktiviert werden (47, 48) und gewissermallen eine Form des programmierten
Zelliiberlebens vermitteln (15).

Eine weitere wichtige Zielstruktur, um das Herz zum Zeitpunkt der Reperfusion zu
schiitzen, ist die mPTP (17). Die mPTP ist ein nicht-selektiver Kanal der inneren
Mitochondrienmembran und gilt als der Endeffektor des RISK-Signalweges (49). Das
Offnen der mPTP fiihrt zur Depolarisierung dieser Membran und zur Entkopplung der
oxidativen Phosphorylierung. Dadurch kommt es zur ATP-Erschopfung und
letztendlich zum Zelltod (17, 18). Somit stellt die Inhibition des Offnens der mPTP
wihrend der Reperfusion einen Schutzmechanismus fiir das Myokard dar.

Ein weiterer nennenswerter Signalweg beziiglich der iPostC ist der sogenannte SAFE-
Signalweg. SAFE steht fir survival activating factor enhancement. Bestandteile dieses
Signalwegs sind Janus-Kinasen (JAK) und signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3). JAKs gehoren zu der Familie der Tyrosinkinasen und spielen
eine wichtige Rolle bei der Ubermittlung von Informationen aus dem Zytosol in den
Nukleus (Ubersicht in 50). Sie werden iiber einen Liganden, der an ihren
Membranrezeptor bindet, aktiviert. Aktivierte JAKs konnen dann iiber eine Tyrosin-
Phosphorylierung STAT3, Teil einer Gruppe aus Transkriptionsfaktor-Proteinen,
aktivieren. Damit wird STAT3 dazu befdhigt, Homo- oder Heterodimere zu bilden, die
in den Nukleus translozieren, was wiederum in einer Gentranskription resultiert. Diese
Signalkette hat einen entscheidenden Anteil an der Transkription von stressreaktiven
Genen. Der Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha, ein proinflammatorisches Zytokin, kann
als Ligand der JAKs fungieren und somit den SAFE-Signalweg aktivieren (51, 52). Der
SAFE-Signalweg kann unabhdngig vom RISK-Signalweg eine Kardioprotektion
vermitteln (53). Es scheint jedoch so, dass beide Signalwege im Mitochondrium
konvergieren und der kardioprotektive Effekt beider Wege ein Resultat der Inhibition
des Offnens der mPTP ist (49, 54).

Aufgrund der Kenntnis dieser Strukturen ist es moglich, diese gezielt pharmakologisch
anzusteuern. Es wurde eine Reihe von Studien zu dem Thema der pharmakologischen
Konditionierung durchgefiihrt und Substanzen identifiziert, die eine pharmakologische
Kardioprotektion vermitteln.

Der Einsatz von pharmakologischen Substanzen, die fahig sind, die durch iPostC
entstehende Kardioprotektion nachzuahmen — im Sinne einer pharmakologischen

Postkonditionierung —, wiirde den Finsatz von invasiven Behandlungsprotokollen



vermeiden und wére gleichzeitig einsetzbar bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt,

die als Reperfusionstherapie eine systemische Fibrinolyse erhalten (46).

1.3 Pharmakologische Postkonditionierung

Bei der pharmakologischen Postkonditionierung (PostC) handelt es sich um ein
kardioprotektives Phidnomen, das sich aus den Untersuchungen zu den Signalwegen von
IPC und insbesondere iPostC entwickelt hat.

Eine Vielzahl klinischer und experimenteller Studien hat bisher von verschiedenen
pharmakologischen Substanzen berichtet, die kardioprotektiv wirken. Dazu zé&hlen
Substanzen wie beispielsweise Adenosin (55), glucagon-like peptide-1 (GLP-1) (56),
das atriale natriuretische Peptid (ANP) (57), Erythropoetin (58) und Atorvastatin (59).
Sie wirken kardioprotektiv iiber die Aktivierung des RISK-Signalwegs. Cyclosporin A
(60) oder Sanglifehrin-A (61) hingegen wirken kardioprotektiv iiber die Inhibition des
Offnens der mPTP. In einer klinischen Studie fiihrte die Applikation von Cyclosporin A
bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt, die eine PTCA erhielten, zu einer reduzierten
Infarktgrofe, was sich unter anderem in einer verminderten Ausschiittung von CK ins
Serum zeigte (60). In tierexperimentellen Studien fiihrte die pharmakologische
Inhibition des Offnens der mPTP durch Cyclosporin A oder Sanglifehrin-A wihrend
der myokardialen Reperfusionsphase zu einer Reduzierung der Infarktgrole um bis zu
50 %. Das deutet im Umkehrschluss darauf hin, dass eine gedffnete mPTP fiir etwa

50 % der finalen InfarktgroBe verantwortlich ist (61, 62).

Weitere Stoffklassen wie volatile Anésthetika (z. B. Isofluran, Desfluran, Sevofluran)

sind ebenfalls imstande, eine pharmakologische PostC am Myokard zu induzieren (63).

Viele der pharmakologischen Substanzen, die in tierexperimentellen Studien
vielversprechende Ergebnisse lieferten, konnten im klinischen Rahmen keinen
kardioprotektiven Effekt zeigen, da der RISK-mPTP-Signalweg sich als dysfunktional
darstellte (64—67). Ein grundlegendes Problem, das schon in einer Studie von Abete et
al. im Jahre 1996 (68) gezeigt werden konnte, ist, dass sich Kardioprotektion durch IPC
zwar bei jungen, erwachsenen Ratten vermitteln 14sst, jedoch nicht bei den 24 Monate
alten Tieren. Dieses Alter entspricht in etwa dem Alter eines 75-jdhrigen Menschen.
Jedoch ist genau dies das Alter bei einem Menschen, wo das hochste Risiko fiir ein

akutes kardiales Ereignis besteht. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass im alten Herzen



endogene Mechanismen, die fir die Vermittlung von Kardioprotektion durch
Konditionierung wichtig sind, mdoglicherweise dysfunktional sind. Dies liefert eine
potenzielle Erkldrung fiir die erniichternden Ergebnisse vieler klinischer Studien, die
verschiedene Konditionierungsvarianten untersucht haben. Damit besteht das Dilemma,
dass die Subpopulation der alten Menschen, die hauptsidchlich von akuten kardialen
Ereignissen betroffen ist, keinen protektiven Effekt durch Konditionierungsphdnomene

erhalten konnte.

Im Jahre 2012 fiihrten Huhn et al. Untersuchungen im in vivo-Rattenmodell durch, die
sich ebenfalls mit der Priakonditionierung des alten Herzens beschéftigten. Untersucht
wurden mitochondriale calciumsensitive Kaliumkanidle groBer Leitfahigkeit (mBKca-
Kanidle) auf ihre Fahigkeit am alten Herzen eine Kardioprotektion durch
Priakonditionierung zu vermitteln (69). Huhn et al. konnten zeigen, dass eine
Aktivierung der mBKca-Kanédle durch eine prdischdmische Gabe von NS/619, einem
selektiven mBKca-Kanal-Offner, die myokardiale InfarktgroBe am alten Herzen
reduzieren kann. Diese Infarktgroflenreduzierung war im Ausmal vergleichbar mit der
von jungen Herzen durch die jeweils gleiche Konzentration an NS/619 (69). Eine
weitere Studie unserer Arbeitsgruppe im in vivo-Rattenmodell aus dem Jahr 2016
beschiftigte sich mit remote ischdmischer Prékonditionierung (RIPC) des alten
Herzens. Die Tiere der RIPC-Gruppe erhielten vier Zyklen bilateraler Ischimie der
Hinterbeine vor einer 25-miniitigen regionalen kardialen Ischdmie. Hier zeigte sich
abermals die Problematik, dass die Kardioprotektion am alten Herzen blockiert zu sein
scheint. Diese Studie liefert einen weiteren Hinweis, dass das Alter ein blockierender
Faktor in der Kardioprotektion ist, der die Inkonsistenz von experimentellen und
klinischen Studien erkldren kann (70).

Die von Huhn et al. 2012 untersuchten mBKca-Kanéle sind den mitochondrialen ATP-
abhédngigen Kaliumkanilen, die schon Lee et al. (65) am alten Herzen untersuchten,
strukturell dhnlich. Diese Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass eine
pharmakologische Pridkonditionierung des alten Herzens grundsitzlich moglich ist,
wenn die Zielstrukturen selektiv aktiviert werden. Allerdings ldsst sich daraus noch
nicht ableiten, ob durch eine postischdmische Aktivierung der mBKca-Kanéle im Sinne
einer pharmakologischen PostC eine Kardioprotektion iiberhaupt mdéglich ist und ob
diese dann am alten Herzen wirksam wire. Jedoch scheinen die mBKc.-Kanile einen

Ansatz zu bieten, eine pharmakologische Konditionierung am alten Herzen zu
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ermdglichen. Es ist somit ein Ziel, eine Substanz zu identifizieren, die einerseits eine
pharmakologische PostC am Myokard induzieren kann und gleichzeitig die
Kardioprotektion {iiber Strukturen wie die mBKca.-Kandle vermittelt, damit die
Signaltransduktion und damit die Protektion — auch des alten Herzens — gewihrleistet

werden kann.

1.4 Milrinon

Milrinon (siche Abb. 1) ist ein Phosphodiesterase-III-Inhibitor und findet klinische
Anwendung in der Therapie der akuten Herzinsuffizienz nach kardiochirurgischen
Eingriffen sowie bei nicht zu kontrollierender schwerer Herzinsuffizienz. Die Substanz

wird iiber den Handelsnamen Corotrop® vertrieben (71).

Strukturformel Summenformel Molekulargewicht

Ci2HoN;0 21 1,22 g/rnol

N

x

Abb. 1: Milrinon

Dargestellt ist Milrinon, ein Phosphodiesterase-lll-Inhibitor, mitsamt seiner Strukturformel,
Summenformel und Molekulargewicht. Milrinon wird bei schwerer, akuter Herzinsuffizienz
eingesetzt. Uber eine Steigerung der intrazellularen cAMP-Konzentration hat es eine positiv
inotrope, positiv chronotrope sowie eine starke vasodilatierende Wirkung.

cAMP = Zyklisches Adenosinmonophosphat.

Es bewirkt iiber die Hemmung der Phosphodiesterase-III eine Steigerung der
intrazelluldiren cAMP-Konzentration. Der erhohte cAMP-Gehalt hat wiederum eine
positiv inotrope, positiv chronotrope sowie eine starke vasodilatierende Wirkung (71)
und fiihrt auch zu einer Aktivierung der cAMP-abhingigen Proteinkinase A (PKA) (71,
72). Durch die Akkumulation von intrazellulirem cAMP wird also eine
Kontraktionskraftsteigerung am Herzen und am glatten GefaBmuskel eine Relaxation
erreicht. Die Relaxation betrifft Widerstandsgefa3e und venose Kapazititsgefalle, was
bedeutet, dass Vor- und Nachlast sinken. Jedoch ist der positiv inotrope Effekt
gegeniiber der Vasodilatation schwicher ausgepragt (3).
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Use et al. konnten in ihren Untersuchungen im in vivo-Schweinemodell zeigen, dass der
prd- und postischdmische Einsatz von Milrinon das Ausmal} des stunned myocardium
(siehe auch Abschnitt 1.1.2 , Pathophysiologie des Ischdmie-Reperfusionsschadens®)
vermindert und somit einen kardioprotektiven Effekt von Milrinon nachweisen (73).
Der kardioprotektive Effekt durch Milrinon selbst oder andere Substanzen der Gruppe
der Phosphodiesterase-IlI-Inhibitoren wurde in weiteren Studien gezeigt. Sanada et al.
konnten zeigen, dass eine praischdmische Gabe von Milrinon und Olprinon im in vivo-
Hundemodell die InfarktgroBe durch Aktivierung der PKA reduziert (74). Auch in
Modellen am isolierten Herzen konnten die kardioprotektiven Effekte von
Phosphodiesterase-III-Inhibitoren wie Olprinon und Amrinon bei praischdmischer Gabe
gezeigt werden (75, 76). Im Jahr 2011 verdffentlichten Huang et al. die erste Studie (in
vivo-Rattenmodell), die zeigte, dass die Infusion von Milrinon (5 pg/kg/min) iiber zehn
Minuten im Zeitraum der spéten Ischdmie/friihen Reperfusion die linksventrikuldre
InfarktgrofBe senkt. Der Zeitpunkt der Gabe des Milrinons entsprach somit einer PostC.
Sie stellten ebenfalls fest, dass die kombinierte Gabe von Milrinon und Esmolol (Bi-
Blocker, 10 pg/kg/min) die InfarktgroBBe noch weiter reduzierte als die alleinige Gabe
einer dieser Substanzen. Der protektive Effekt durch die kombinierte Gabe von
Milrinon und Esmolol wurde durch die Gabe eines PKA-Inhibitors (Rp-cAMPS) oder
Akt-Inhibitors (Akt 1/2 Kinase Inhibitor) aufgehoben (77).

Es wird angenommen, dass die Aktivierung des cAMP-PKA-Signalweges vor einer
myokardialen Ischdmiephase die Kardiomyozyten gegeniiber einem IR-Schaden schiitzt
(78, 79). In anderen Studien konnte sogar gezeigt werden, dass der cAMP-PKA-
Signalweg das Offnen der mBKc.-Kanile potenziert. Gedffnete mBKca-Kanile besitzen
eine Schliisselrolle bei der Vermittlung von Kardioprotektion (80-82), weshalb die
induzierte Offnung von mBKc,-Kanilen in einem verstirkten, kardioprotektiven Effekt
am Myokard resultiert. Fukasawa et al. konnten in ihrer Studie am isolierten
Kaninchenherzen zeigen, dass Cilostazol, ebenfalls ein Phosphodiesterase-III-Inhibitor,
eine InfarktgroBenreduzierung durch die Aktivierung von mBKca.-Kanélen iiber einen
cAMP-PKA-abhingigen-Signalweg induziert (83). Heinen et al. konnten im Jahr 2014
zeigen, dass iiber die direkte Ansteuerung des PKA-mBKc.-Signalwegs das junge und
das alte Herz effektiv vor einem IR-Schaden geschiitzt werden kann (84). Dafiir wurde
Forskolin zur Aktivierung der PKA, NS1619 zur Aktivierung der mBKc.-Kanile sowie
Iberiotoxin zur Blockierung der mBKca.-Kanédle verwendet. Die durch Forskolin

induzierte InfarktgroBenreduzierung war altersabhéngig. Bei den alten Tieren lief sich
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kein kardioprotektiver Effekt nachweisen. Iberiotoxin blockierte eine Forskolin-
induzierte InfarktgroBenreduzierung. Hingegen waren die Aktivierung der mBKca-
Kanile mithilfe von NS767/9 und die damit verbundene Kardioprotektion bei pra- und
postischdmischer Gabe (Prd- und Postkonditionierung) induzierbar. Dies galt sowohl
bei jungen als auch bei alten Tieren. Das deutet darauf hin, dass insbesondere die
mBKc,-Kanile eine effektive Zielstruktur fiir eine pharmakologische PostC darstellen
konnten.

Der protektive Effekt von Milrinon wurde auch in anderen Organmodellen untersucht.
Toyoda et al. berichteten 2014, dass Milrinon-induzierte PostC der Leber im
Rattenmodell den IR-Schaden reduziert (85).

Es wurde jedoch noch nicht untersucht, ob die Milrinon-induzierte PostC am isolierten
Herzen eine Protektion gegeniiber einer prolongierten Ischdmie-/Reperfusionsphase
vermittelt und ob eine Dosisabhidngigkeit besteht. Des Weiteren wurde noch nicht

untersucht, ob die Milrinon-induzierte PostC iiber die mBKca-Kanile erfolgt.

1.5 Mitochondriale calciumsensitive Kaliumkanadle groRer
Leitfahigkeit
Die Regulation von ionischer Hamostase, insbesondere Calcium, ist ein entscheidender
Determinant fiir die Vitalitit der Myozyten. Ein massiver Anstieg des intrazelluldren
Calciums ist einer der Hauptmediatoren des irreversiblen IR-Schadens am Myokard.
Wihrend kurzer, subletaler Episoden von myokardialer Ischdmie, wie sie bei IPC und
iPostC auftreten, kommt es zwar ebenfalls zu einem intrazelluldren Calciumanstieg,
jedoch fiihrt dieser nicht zu irreversiblen Schiden (16, 86, 87). Dies fithrte zu der
Annahme, dass ein kurzer und moderater Anstieg des Calciums wéhrend eines IPC-
Stimulus ein wichtiger Bestandteil des Signalweges sein konnte, der letztendlich fiir die
Infarktgroenreduzierung verantwortlich ist. Przyklenk et al. konnten im Hundemodell
zeigen, dass eine 15-miniitige Calciumchlorid-Infusion vor einer 60-miniitigen Ischimie
die InfarktgroBe  signifikant reduzierte (87). lonenkandle der inneren
Mitochondrienmembran sind mallgeblich an der Regulation ionischer Hédmostase
beteiligt und haben damit Einfluss auf die Zellfunktion. Dieser Einfluss kann
entscheidend fiir das Zelliiberleben sein. Geodffnete Kaliumkanidle erhohen die
mitochondriale Aufnahme von Kalium, das notwendig fiir die optimale Funktion der
oxidativen Phosphorylierung ist (88). Nachdem beschrieben wurde, dass ATP-

abhingige Kaliumkanidle der inneren Mitochondrienmembran eine wichtige Struktur
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des Signalweges zur Vermittlung der Kardioprotektion durch IPC darstellen (89, 90),
wurde ein anderer Subtyp der dortigen Kaliumkanile, die mBKca.-Kanile, untersucht.
Die Ergebnisse von Xu et al. deuteten darauf hin, dass die mBKca.-Kanéle signifikant an
der mitochondrialen Kaliumaufnahme der Myozyten beteiligt sind und damit die
Effizienz der mitochondrialen Energieproduktion verbessern. Sie o6ffnen sich bei
zytosolischem Calciumanstieg. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine
priischiimische Gabe des selektiven mBKc,-Kanal-Offners NS/619 im Sinne einer
pharmakologischen Prikonditionierung einen kardioprotektiven Effekt hat (80).
Shintani et al. stellten die Hypothese auf, dass das Offnen der mBKc,-Kanile als
Antwort auf den Calciumanstieg auch eine Rolle bei dem kardioprotektiven
Mechanismus der IPC spielt und konnten dies bestitigen. Der Mechanismus besteht
darin, dass die mBKca-Kandle sich bei intrazelluldrem Calciumanstieg 6ffnen und damit
eine  Membranhyperpolarisation verursachen. Das wiederum reduziert den
spannungsabhingigen Calciumeinstrom, indem der Kaliumausstrom erhoht wird.
Dadurch wird ein intrazelluldrer Calciumiiberschuss verhindert. Sie flihrten ein IPC-
Protokoll im Hundemodell durch und kombinierten dieses in verschiedenen Varianten
mit zwei mBKca-Kanalinhibitoren (Charybdotoxin und Iberiotoxin) sowie dem
selektiven mBKc,-Kanal-Offner NS1619. Charybdotoxin und Iberiotoxin blockierten
die IPC-induzierte Kardioprotektion (91).

2005 demonstrierten Cao et al. an isolierten Rattenherzen, dass die Blockade der
mBKc,-Kanidle mit dem mBKce,-Kanalblocker Paxillin den IPC-vermittelten,
kardioprotektiven Effekt aufhebt. Andererseits konnten sie auch zeigen, dass der
protektive Effekt durch die Inhibition der mPTP mit Cyclosporin A nicht abgeschwécht
wurde durch eine Vorbehandlung mit Paxillin. Wurden die mPTP und mBKc,.-Kanéle
beide pharmakologisch gedftnet, war der protektive Effekt der IPC aufgehoben. Das
deutet darauf hin, dass zur Vermittlung dieser Kardioprotektion iiber die mBKc.-Kanile
die mPTP geschlossen sein muss. Dariiber hinaus deutet es darauf hin, dass sich die
mPTP downstream der mBKc,-Kanile befindet. Sie konnten auch erstmals zeigen, dass
die mBKc,-Kandle unabhidngig von den mitochondrialen ATP-abhidngigen
Kaliumkanélen Kardioprotektion vermitteln (92). Ob die mBKca-Kanéle aber auch an
ischdmischer oder pharmakologischer PostC beteiligt sind, war zu diesem Zeitpunkt
noch nicht bekannt.

2010 konnten Huhn et al. die Beteiligung der mBKca-Kanéle bei der ischdmischen und

Morphin-induzierten PostC im in vitro-Rattenmodell zeigen. Der mBKca-Kanalinhibitor
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Paxillin blockierte die durch diese beiden Konditionierungsvarianten ausgeloste
Protektion (93).

Auch Jin et al. entdeckten 2012, dass die mBKca.-Kanéle bei der ischimischen sowie
pharmakologischen PostC beteiligt sind. Das pharmakologische Offnen dieser Kanile
mit NS1619 reduzierte den IR-Schaden am Myokard. Die Inhibition der Kanile
blockierte hingegen den protektiven Effekt der iPostC. Es wurde angenommen, dass das
Offnen dieser Kanile mit Einsetzen der Reperfusion das Myokard vor einem IR-
Schaden schiitzt, indem es eine exzessive Ansammlung von ROS und zytosolischem
Calcium-Uberschuss reduziert. Gleichzeitig wurde angenommen, dass dadurch die
Depolarisation des mitochondrialen Membranpotenzials bei laserinduzierter Offnung
der mPTP verhindert wurde (94).

Die Ansammlung von ROS und zytosolischer Calcium-Uberschuss gehdren zu den
Haupttriggern der Offnung der mPTP, wodurch Zellschiden induziert werden (91).
Geodffnete mBKca-Kanile schwichen die Entstehung dieser Trigger ab. Daraus lief3 sich
schlussfolgern, dass die Aktivierung der mBKca.-Kanéle indirekt zur Inhibition des
Offnens der mPTP fiihrt (94).

Die mBKc,-Kandle sind anhand der erlduterten Studien als Teil des RISK-mPTP-
Signalweges anzusehen, der wichtig fiir die Signaltransduktion von Kardioprotektion ist
(siche auch Abschnitt 1.2.3 ,Mechanismen der ischdmischen Prd- und
Postkonditionierung*).

In einer weiteren Studie aus dem Jahr 2012 konnten Huhn et al. zeigen, dass die
Aktivierung von mBKca-Kanédlen durch eine priaischdmische Gabe von NS/679 im in
vivo-Rattenmodell die myokardiale Infarktgroe im alten Herzen reduziert. Diese
InfarktgroBenreduzierung war im Ausmall vergleichbar mit der von jungen
Rattenherzen durch die jeweils gleiche Konzentration an NS/619 (69). Diese
Ergebnisse konnten in einer weiterfithrenden Studie der Arbeitsgruppe bestitigt werden
(84). Hier wurde zusétzlich gezeigt, dass auch die postischimische Gabe von NS/6719
im Sinne einer pharmakologischen PostC das junge sowie alte Herz im in vivo-Modell
schiitzt.

Bisher ist nicht bekannt, ob mBKc,-Kanéle auch an der Milrinon-induzierten PostC
beteiligt sind. Die Betrachtung verschiedener Mechanismen am isolierten Herzen bietet
den Vorteil, dass die Beteiligung dullerer Faktoren (Organe, Nervensystem etc.), die
sich im in vivo-Modell nicht ausschalten lassen, eliminiert sind. Die Auswirkungen

einer bestimmten Substanz auf ein Organ lassen sich somit optimal beurteilen.
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1.6 Das isolierte Herz nach Langendorff

Die isolierte Perfusion von Saugetierherzen wurde 1895 von Oscar Langendorff
etabliert (95, 96). Das Prinzip besteht darin, iiber eine in die Aorta ascendens platzierte
Kanitile dem Herzen Blut zuzufiihren. Diese retrograde Perfusion, gegensitzlich der
physiologischen Perfusionsweise, fithrt zum Schlieen der Taschen der Aortenklappe.
Damit wird die Durchblutung vom linken Ventrikel unterbunden und das gesamte Blut
flieBt durch die Koronararterien, deren Ostien sich jeweils am rechten und linken Sinus
aortae befinden. Uber diesen Zirkulationsweg gelangt das Blut iiber den Sinus
coronarius in den rechten Vorhof und verldsst als Ausfluss den Perfusionsweg.
Langendorff arbeitete dabei mit einem konstanten hydrostatischen Perfusionsdruck
(99).

Die Technik nach Langendorff wird bei vielen Untersuchungen an isolierten
Sdugetierherzen genutzt. Sie erlaubt grofe Einsicht in die kardiale Physiologie und
Morphologie sowie in biochemische und pharmakologische Abldufe. Hierzu zédhlen
unter anderem die Betrachtungen der kardialen Kontraktilitit, Frequenz,
elektrochemischen Eigenschaften und des Stoffwechsels (97).

Der Einfluss anderer Organe und des zentralen- sowie vegetativen Nervensystems auf
das Herz ist durch die Isolierung aufgehoben. Somit sind periphere Einfliisse durch
Hormone und andere neurale Substanzen auf die kardiale Funktion minimiert. Dies
bietet den Vorteil, die potenzielle direkte Wirksamkeit eines Pharmakons zu evaluieren
(97).

Die einfache Induzierung pathologischer Zustinde durch die Verdnderung von
Oxygenierung (z. B. Anoxie, Hypoxie), Druck- und Flussparameter (z. B. Ischdmie-
Reperfusion) im Langendorff-Modell bietet die Mdoglichkeit, eine Reihe von

unterschiedlichen Forschungsschwerpunkten zu setzen (97).

1.7 Zielsetzung und Fragestellung der Dissertation

Jedes Jahr erleiden mehr als 200 000 Menschen in Deutschland einen akuten
Myokardinfarkt (5). Knapp 50 000 versterben daran (6). Dies geschieht trotz
malgeblich verbesserter Versorgungsstrategien. Ein Grund dafiir ist der letale Schaden
an den Myokardzellen, der in der Ischimie- und Reperfusionsphase entsteht. Dieser
Ischdmie-Reperfusionsschaden (IR-Schaden) ist ein zentrales Problem des akuten

Myokardinfarkts. Der IR-Schaden vergrofert das myokardiale Infarktgebiet
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malgeblich. Ischdmie sowie die obligatorische Reperfusion wirken toxisch auf die
Myokardzellen (19, 20, 98).
Nach aktuellem Forschungsstand sind sowohl die ischdmische als auch die
pharmakologische PostC vielversprechende Konzepte, um das Myokard vor einem IR-
Schaden zu schiitzen (35). Die pharmakologische PostC bietet den Vorteil, dass sie
keine invasive Intervention darstellt.
Die Signalwege der PostC sind bisher nur teilweise erforscht und erfordern weitere
Untersuchungen (99).
Zur pharmakologischen PostC wird in dieser Arbeit Milrinon, ein Phosphodiesterase-
[II-Inhibitor, verwendet. Milrinon wird derzeit schon in der Therapie der akuten
Rechtsherzinsuffizienz verwendet.
Die Fragestellungen dieser Arbeit lauten:

1. Fiihrt die postischdmische Applikation von Milrinon im Sinne einer PostC

dosisabhdngig zu einer Protektion des Myokards gegen einen IR-Schaden?
2. Wird die Milrinon-induzierte PostC {iber mitochondriale calciumsensitive

Kaliumkanéle grofler Leitfahigkeit (mBKca-Kanéle) vermittelt?

Um die Fragestellungen dieser Arbeit zu beantworten, wéhlten wir einen
Versuchsaufbau am isolierten Rattenherzen im Langendorff-Modell. Die Ischdmie
wurde global induziert. Es wurde zunichst eine Dosisfindungsstudie durchgefiihrt.
Darauf folgte eine zweite Versuchsserie, um die mechanistischen Zusammenhénge
zwischen Milrinon-induzierter PostC und den mBKca.Kanédlen zu untersuchen. Dafiir
verwendeten wir den mBKca.-Kanalinhibitor Paxillin. Die InfarktgroBe wurde am Ende

eines Versuches mittels TTC-Farbung bestimmt.

2 Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Mit Genehmigung der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universitdtsklinikums Diisseldorf (Projektnummer: O
27/12 vom 10.05.2012) wurden fiir diese experimentellen Studien insgesamt 121 junge,

minnliche WISTAR-Ratten (Fa. Janvier, Laval, Frankreich) im Alter von zwei bis drei
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Monaten (zum Versuchszeitpunkt) verwendet. Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere
mindestens drei Tage in der ZETT unter standardisierten Bedingungen gehalten. Die
Tierhaltung erfolgte in spezifisch-pathogen-freien (SPF) Rédumen unter klimatisierten
Bedingungen (Raumtemperatur 22 +2 °C, relative Luftfeuchtigkeit 55 +5 %). Als
Einstreu der Kifige diente entkeimtes und entstaubtes Weichholzgranulat Lignocel® 3-4
(J. Rettenmaier und Sohne GmbH & Co. KG, Rosenberg, Deutschland). Als
Futtermittel stand den Tieren ad libitum Alleinfuttermittel fiir Ratten und Méuse (R/M-
H V1534-0 10 mm Pellets, ssniff Spezialdiditen GmbH, Soest, Deutschland) zur
Verfiigung. Die Tiere erhielten keimfreies Wasser. Das Wasser wurde mittels Salzsdure
auf einen pH-Wert von 3 angesduert. Es erfolgten regelméBig tierdrztliche Kontrollen.

Nur gesunde Tiere wurden fiir die Versuche eingesetzt.

2.1.2 Modifizierte Krebs-Henseleit-Losung

Zur retrograden Perfusion des isolierten Herzens wurde fiir diese experimentelle Studie
ein modifizierter Bikarbonat-Puffer nach Krebs und Henseleit (100) verwendet. Diese
Losung wurde wiéhrend eines Experiments kontinuierlich mit Carbogen (5 % CO,
95 % 0O2) begast, um einen pH von 7,4 bei einer Temperatur von 37 °C zu erreichen.
Die Zusammensetzung der Losung diente der Imitation von Blutplasma und wurde aus
den aufgefiihrten Substanzen (siehe Tabelle 1) in Aqua destillata hergestellt. Am
Versuchstag wurde die Losung frisch angesetzt, um Elektrolytschwankungen und

Kristallisierungsprozesse zu verhindern.

Tabelle 1: Zusammensetzung der modifizierten Krebs-Henseleit-Losung
(siehe auch Abschnitt 2.1.6: ,,Chemikalien®)

Substanz Summenformel Menge [g] auf 51 Molaritit
[mM]
Natriumchlorid NaCl 34,48 118
Kaliumchlorid KCl 1,75 4.7
Magnesiumsulfatheptahydrat MgS04-+7 H:0 1,48 1,2
Kaliumdihydrogenphosphat KH>PO4 0,82 1,2
Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3 10,50 4,25
Ethylendiamintetraacetat C10H16N2Os 0,73 0,5
Calciumchlorid CaCl, 1,25 2,25
D-Glukose CeH 1206 9,91 11
L-Laktat Natriumsalz Cs;HsNaO; 0,56 1

g = Gramm; | = Liter; mM = Millimolar.
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2.1.3 Langendorff-Anlage

Briickenverstirker

Druckaufnehmer

Einhédngethermostat

Guillotine

Injektionskaniile

Offener Wasserbaderhitzer

Perfusatflasche

Perfusatschlauch

Perfusor

Pump-Controller

Schlauchpumpe

Spezialschlauch fiir Schlauchpumpe

Bridge Amp, 2 Stiick, FE221,

Fa. AD Instruments,

Oxford, England

P23XL, Fa. Gould Electronics,
Bilthoven, Niederlande

Julabo MW-4, Fa. Sigma-Aldrich,
Miinchen, Deutschland
Kleintierdekapitator, Modell 7950,
Fa. Ugo Basile,

Comero, Italien

Sterican Gr. 20, 0.4 mm x 20 mm,
Fa. Braun Melsungen,

Melsungen, Deutschland

Julabo EC-5, Fa. Sigma-Aldrich,
Miinchen, Deutschland

ISO SIMAX 5000 ml, Fa. BDL,
Turnov, Tschechische Republik
Tygon Tube 2375 (3,20 mm
Innendurchmesser), Fa. Saint-Gobain
Akron, Ohio, USA

Perfusor® Space, Fa. Braun Melsungen,
Melsungen, Deutschland

STH Pump Controller IN175,

Fa. AD Instruments

Oxford, England

Minipuls 3 Peristaltic Pump ML172,
Fa. AD Instruments

Oxford, England

Tygon Tube R 3607 (3,18 mm
Innendurchmesser), Fa. Saint-Gobain

Akron, Ohio, USA
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USB-Datenerfassung

2.1.4 Laborgerate

BGA-Messgerit

Digitalthermometer

Laborwaage

pH-Meter

Prizisionswaage

2.1.5 Pharmaka

Heparin-Natrium Injektionslosung

Milrinon

Paxillin

Pentobarbital-Injektionslésung

PowerLab 8/35, Fa. AD Instruments
Oxford, England

ABL 700, Fa. Radiometer

Willich, Deutschland
Temperaturmessgerdt GTH 1150 C,
Fa. Greisinger, Regenstauf, Deutschland
BP 1200, Fa. Sartorius

Gottingen Deutschland

Digital pH-Meter Typ 646 #4498, Fa.
Knick

Berlin, Deutschland

SECURA 224-18, Fa. Sartorius
Gottingen, Deutschland

CAS-Nr. 9041-08-1 25.000 L.E.,

Fa. Ratiopharm, Ulm, Deutschland
CAS-Nr. 78415-72-2, Reinheit > 97 %,
Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland

CAS-Nr. 57186-25-1, Reinheit > 98 %,
Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland

CAS-Nr. 76-74-4 Narcoren® fiir Tiere,
Fa. Merial GmbH,

Hallbergmoos, Deutschland
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2.1.6 Chemikalien

Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

Calciumchlorid (CaCly)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Formaldehyd 37 %

Glucose (D-Glucose)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Laktat (L-Laktat-Natriumsalz)

Magnesiumsulfatheptahydrat

(MgSO4 + 7 H;0)

Natriumchlorid (NaCl)

CAS-Nr. 298-96-4, Reinheit > 99 %,
Fa. Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

CAS-Nr. 1004352-4, Reinheit > 98 %,
Fa. Merck, Eurolab GmbH,

Darmstadt, Deutschland

CAS-Nr. 60-00-4, Reinheit > 98,5 %,
Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland

CAS-Nr. 50-00-0, Reinheit > 37 %,
Fa. Merck, Eurolab GmbH,

Darmstadt, Deutschland

CAS-Nr. 14431-43-7, Reinheit > 99,5 %,
Fa. Roth,

Karlsruhe, Deutschland

CAS-Nr. 7447-40-7, Reinheit > 99 %,
Fa. Merck, Eurolab GmbH,

Darmstadt, Deutschland

CAS-Nr. 7778-77-0, Reinheit > 99 %,
Fa. Merck, Eurolab GmbH,

Darmstadt, Deutschland

CAS-Nr. 867-56-1, Reinheit > 99 %,
Fa. Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

CAS-Nr. 10034-99-8, Reinheit > 99 %,
Fa. Merck, Eurolab GmbH,

Darmstadt, Deutschland
CAS-Nr.7647-14-5, Reinheit > 99,5 %,
Fa. Prolabo,

Leuven, Belgien
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Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Salzsdure rauchend 37 %

Trishydroxymethylaminomethan

(TRIS)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

2.1.7 Gase
Carbogen (5 % CO2,95 % O»)

Stickstoff 5.0 (N2)

2.1.8 Computer und Software

Aufzeichnungssoftware

Flachbettscanner

Planimetriesoftware

Statistiksoftware

CAS-Nr. 144-55-8, Reinheit > 99,5 %,
Fa. Fluka-Chemie GmbH,

Buchs, Schweiz

CAS-Nr. 7647-01-0, Reinheit > 37 %,
Fa. Roth,

Karlsruhe, Deutschland

CAS-Nr. 77-86-1, Reinheit > 99,9 %,
Fa. Roth,

Karlsruhe, Deutschland

CAS-Nr 67-68-5, Reinheit > 99,9 %,
Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland

Fa. Linde AG,
Miinchen, Deutschland
Fa. Linde AG,
Miinchen, Deutschland

LabChart® Pro v. 8.0.5 ADInstruments
Pty Ltd,

Castle Hill, Australia

CanoScan® LIDE 700F,

Fa. Canon, Krefeld, Deutschland
SigmaScan® v. 5 SPSS Inc.,

San Jose, CA, USA

GraphPad® PrismR 6.01 fiir Windows,
Graph Pad Software Inc.,

La Jolla, CA, USA
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2.2 Methodik

2.2.1 Praparation und isolierte Perfusion des Rattenherzens

Vor Aufnahme der Experimente lag der Autorin ein Ubungsschein vor, der die
notwendigen Kenntnisse und praktischen Fahigkeiten zum Téten von Wirbeltieren der
Spezies Maus und Ratte bescheinigte. Die Versuchstiere wurden vor Versuchsbeginn
gewogen und mit 90 mg/kg Pentobarbital intraperitoneal (i.p.) sediert. Zur
Antikoagulation wurden 1000 I.E. Heparin i.p. injiziert. Nach Versiegen der
Schutzreflexe als Zeichen einer tiefen Sedierung wurde das Tier mittels einer Guillotine
dekapitiert. Der Thorax des Tieres wurde {iber eine mediane Thorakotomie eréffnet und
das Herz an der Basis exzidiert. Direkt nach der Exzision wurde das Herz flir wenige
Sekunden in ein 50 ml fassendes Becherglas mit isotoner (0,9 %) Kochsalzlosung
iiberfiihrt, um den koronaren GefédBkreislauf bis zum Anschluss an die Langendorff-
Anlage luftfrei zu halten. Dies diente der Pridvention einer Embolisierung der
Koronararterien. Das Herz wurde dann schnellstmoglich behutsam aus dem Becherglas
genommen und iiber die Aorta an die Kaniile der Langendorff-Anlage festgeknotet
(siche Abb. 2). Dabei war darauf zu achten, die Zeit von der Exzision des Herzens bis
zur Kaniilierung der Aorta an die Langendorff-Anlage konstant und so kurz wie
moglich zu halten (< 3 min). An der Langendorff-Anlage wurde das Herz retrograd und
druckkontrolliert (mittlerer arterieller Druck; MAD =80 mmHg) iiber die Aorta
perfundiert. Als Perfusat diente eine modifizierte Krebs-Henseleit-Losung (sieche
Tabelle 1). Die Krebs-Henseleit-Losung wurde in einem  Wasserbad
temperaturkontrolliert auf 37 °C erwdrmt, sodass die Temperatur am Herzen der
Korpertemperatur entsprach. Die Temperatur des Puffers im Kreislauf wurde durch
zusitzliche Wiarmekammern, die durch ein separates Wasserbad erhitzt wurden,
aufrechterhalten. Das Herz selbst war ebenfalls von einer Warmekammer umgeben, um
es vor Auskiihlung zu schiitzen. Der Puffer wurde kontinuierlich {iber eine Glasfritte
mit Carbogen (200 ml/min) begast. Dies diente der Oxygenierung des Puffers und
sorgte fiir ein stabiles pH-Niveau von 7,4. Uber einen kleine Inzisur am linken
Vorhofsohr des Herzens wurde ein Ballon iiber die Mitralklappe in den linken Ventrikel
eingefiihrt und dieser mit isotoner (0,9 %) Kochsalzlosung befiillt, bis der
enddiastolische linksventrikuldire Druck auf 1-4 mmHg eingestellt war. Der
intraventrikulire Ballon und die Aortenkaniile waren iiber Druckaufnehmer mit einer

PowerLab-Station verbunden.

23



I
@

Abb. 2: Schematischer Aufbau einer Langendorff-Anlage

Aufbau der Langendorff-Anlage (nicht mafstabsgerecht): Carbogen (1) begaster Krebs-
Henseleit-Puffer (2) wurde im Wasserbad mit Einhdngethermostat (3) durchgangig
temperaturkontrolliert erhitzt. Uber eine Schlauchpumpe (4) wurde der Puffer angesaugt. Im
Schlauchsystem befindliche Luftblasen wurden Uber zwei Luftfallen (5) aus dem System
entfernt. Ein Druckaufnehmer (6) gewahrleistete eine druckkonstante Perfusion. Die
Temperatur des Krebs-Henseleit-Puffers wurde Uber einen zweiten Warmekreislauf konstant
gehalten. Die Perfusion des Versuchsherzens konnte lber einen Dreiwegehahn (7) ein- und
ausgeschaltet werden. Perfusoren (8) wurden zur kontinuierlichen Applikation der jeweiligen
Substanzen an das Schlauchsystem angeschlossen. Das Herz wurde Uber die Aorta kandliert
und retrograd perfundiert. Eine Warmekammer (9) hielt die Umgebungstemperatur des Herzens
auf einem konstanten Niveau. Die Hdmodynamik des Herzens wurde Uber die Kompression
eines flussigkeitsgefiillien Ballons im linken Ventrikel mit angeschlossenem Druckaufnehmer
(10) kontinuierlich aufgezeichnet. Die Einstellung der Perfusionsparameter erfolgte Uber eine
PowerLab-Station (11). Schlauchpumpe (4) und die Druckaufnehmer (6 und 10) waren mit der
PowerLab-Station verbunden. Modifiziert nach (101).

Mittels PowerLab-Station wurde die mechanische Herzaktion mit einer Abtastfrequenz
von 2000 Hz in LabChart® aufgezeichnet und grafisch dargestellt. Das koronare Effluat
wurde manuell gesammelt und gewogen, um den exakten Koronarfluss zu bestimmen.
Das Effluat wurde dem System auf diese Weise entzogen und wurde dementsprechend
nicht weiter flir die Perfusion genutzt. Die Applikation von einer jeweilig gewiinschten

Substanz in den koronaren Kreislauf wurde iiber Dreiwegehdhne und Perfusoren

ermdglicht.
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Fiir die statistische Auswertung der Himodynamik wurden jeweils alle im Intervall von
15 s stattfindenden Herzaktionen arithmetisch gemittelt und aufgezeichnet. Die
hdamodynamischen Parameter der myokardialen, isovolumetrischen Herzfunktion
Herzfrequenz ~ (HF), linksventrikuldrer = endsystolischer = Druck  (LVPsys),
linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVPgia), Koronarfluss (CF) und Rate
Pressure Product (RPP) wurden extrahiert.

Schlussendlich flossen in die Statistik die hdmodynamischen Parameter von fest
definierten Zeitpunkten in der Einpendelungsphase (baseline, 16. Minute) und in der
Reperfusionsphase (30., 45. und 60. Minute). Arrhythmische Herzaktionen und
Artefakte wurden aus der Auswertung ausgeschlossen. In der Ischimie entwickelte das
Herz als Zeichen des Myokardschadens mit Versteifung des linken Ventrikels eine
ischdmische Kontraktur. Das Kontrakturmaximum in mmHg und der zugehorige

Zeitpunkt wahrend der Ischdmie wurden erhoben und ausgewertet.

2.2.2 Untersuchung zum Nachweis des protektiven Effekts der
ischamischen Pra- und Postkonditionierung

Vor Beginn der zwei Versuchsreihen zur Untersuchung des kardioprotektiven Effekts
von Milrinon erfolgte die Durchfiihrung von separaten Experimenten. Diese umfassten
Versuche zum protektiven Effekt der IPC (ischdmische Prikonditionierung) und der
iPostC (ischdmische Postkonditionierung) am isolierten Rattenherz im Langendorft-
Modell. Die Serie diente dem Zweck, die kardioprotektive Wirksamkeit von IPC und
iPostC zu bestitigen und die Methodik der Prédparation fiir die Hauptversuche zu
optimieren.

Die Tiere wurden in drei Gruppen randomisiert (je n = 6). Die Kontrollgruppe (Con)
erhielt keine Intervention. Die Herzen durchliefen eine 20-miniitige baseline an der
Langendorff-Anlage. Das Herz konnte sich dadurch an die in vitro-Bedingungen

anpassen (zur Ubersicht siche Abb. 3).
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20 min 30 min 33 min 60 min

[ Con | | m Reperfusion =
["e ] B lschamie | Reperfusion ]
[ iPostC | | W/ﬂ Reperfusion =

drei Zyklen Ischamie- y sechs Zyklen Ischamie- |--_-——-_-] Infarktgrofen-
Reperfusion a 5 min A Reperfusiona10s [-~———-"-"- bestimmung

Abb. 3: Versuchsablauf der Vorversuchsreihe zu ischamischer Pra- und
Postkonditionierung

Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der Vorversuchsreihe (drei Gruppen, je n=6). Nach 20
Minuten baseline durchliefen die Herzen der IPC-Gruppe eine dreimal 5-minltige globale no-
flow Ischamie und Reperfusion. Die Herzen der Kontroll (Con)- und iPostC-Gruppe erhielten
weitere 30 Minuten keine Intervention. Im Anschluss durchliefen alle Gruppen 33 Minuten eine
globale no-flow Ischamie und 60 Minuten Reperfusion. Die iPostC-Gruppe erhielt zu Beginn der
Reperfusionsphase sechs Zyklen einer jeweils zehnsekiindigen globalen no-flow Ischamie
sowie einer zehnsekiindigen Reperfusion. Nach den Versuchen erfolgte die
InfarktgréRenbestimmung per TTC-Farbung.

Con = Kontrolle; IPC = ischamische Prakonditionierung; iPostC = ischamische Postkonditio-
nierung;

n = Anzahl; TTC = Triphenyltetrazoliumchlorid.

Bei den Kontrollherzen und zunéchst auch bei den iPostC-Herzen fand fiir weitere 30
Minuten keine Intervention statt. Fiir die [IPC wurde die Perfusion des Herzens nach der
baseline fiir finf Minuten gestoppt (Globalischdmie, no-flow Ischdmie) und
anschlieBend fiinf Minuten lang eine Reperfusion eingeleitet. Dieser Zyklus von
Ischdmie und Reperfusion wurde insgesamt dreimal wiederholt. Um eine Diffusion von
Sauerstoff aus der umgebenden Raumluft zum isolierten Herzen zu verhindern, wurde
die Warmekammer wihrend der Ischdmie mit Krebs-Henseleit-Pufferlosung aufgefiillt,
die auf 37 °C gewarmt und mit Stickstoff begast wurde. Nach dem dritten Zyklus wurde
eine 33-miniitige Globalischdmie eingeleitet, wobei wiederholt die Warmekammer mit
Krebs-Henseleit-Pufferlosung befiillt und mit Stickstoff begast wurde.

Die Versuchsherzen, die eine iPostC-Intervention durchliefen, erfuhren nach der 33-
miniitigen Globalischdmie (no-flow Ischdmie) eine zehnsekiindige Reperfusion und
danach eine zehnsekiindige globale no-flow Ischdmie. Dieser Zyklus wurde sechsmal
wiederholt. Die Gesamtzeit der iPostC-Intervention betrug demnach zwei Minuten. In

der zehnsekiindigen Ischdmie wurde die Warmekammer weder mit Krebs-Henseleit-
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Pufferlosung aufgefiillt noch mit Stickstoff begast. Mit Abschluss der sechs iPostC-
Zyklen folgten 58 Minuten durchgehende Reperfusion des Herzens.

Generell folgte in dieser Serie nach der 33-miniitigen no-flow Ischdmie bei allen Herzen
die 60-miniitige Reperfusion. Die zweiminiitige iPostC-Intervention fiel hierbei auf die
ersten zwei Minuten dieser 60-miniitigen Reperfusionsphase. Fiir die Reperfusion
wurde der Ischdmie-Puffer etwa zehn Sekunden vor Ende der Ischdmie aus der
Wirmekammer abgelassen. Die Koronarperfusion wurde nach genau 33 Minuten
Ischdmie wieder freigegeben. Das Herz konnte sich nun erholen und musste spatestens
ab der 45. Minute fiir 15 Minuten ununterbrochen schlagen. Schlug das Herz innerhalb
der letzten 15 Minuten zum Versuchsende nicht durchgehend, wurde es von der
Versuchsreihe ausgeschlossen. Nach Versuchsende wurde das Herz von der
Langendorff-Anlage getrennt und das Herznassgewicht bestimmt. Im direkten

Anschluss wurde es bei -20 °C bis zur spéteren Farbung eingefroren.

2.2.3 Untersuchung des protektiven Effekts von Milrinon

Die Untersuchung des protektiven Effekts von Milrinon erfolgte in zwei
Versuchsserien. Milrinon diente hierbei als Pharmakon zur pharmakologischen PostC.

Bei der ersten Serie handelte es sich um eine Dosisfindungsstudie. Dabei war das Ziel,
einen protektiven Effekt durch Milrinon-induzierte PostC am Herzen zu zeigen
(primdrer Endpunkt: InfarktgroBenreduzierung) und die geeignete Dosis Milrinon fiir
die zweite Versuchsreihe zu finden. Die geeignete Dosis wurde als die kleinste noch
protektive Dosis Milrinon definiert. Es wurden sechs verschiedene Konzentrationen
Milrinon getestet mit einer jeweiligen Gruppengrole von zehn Tieren (n=10).
Milrinon wurde zur Applikation in Dimethylsulfoxid (DMSO), einem organischen
Losungsmittel, gelost. Um eine 40-mM-Stockldsung herzustellen, wurden 50 mg
Milrinon in 5,918 ml DMSO gelost. Getestet wurden folgende Milrinon-
Konzentrationen: 0,3 uM (Mil 0,3), 1 uM (Mil 1), 3 uM (Mil 3), 10 uM (Mil 10),
30 uM (Mil 30) und 100 uM (Mil 100). Eine siebte Gruppe mit einer Gruppengrofie
von zehn Tieren (n = 10) bildete die Kontrollgruppe (Con). Die Kontrollgruppe erhielt
das Vehikel (1250 ul DMSO und 3750 ul Krebs-Henseleit-Losung). Die applizierten

Konzentrationen ergaben sich aus dem festgelegten Pipettierschema (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Pipettierschema fiir Milrinon (Phosphodiesterase-lll-Inhibitor) in der
Milrinon-Dosisfindungsstudie

Dargestellt sind die exakten Mengen der 40-mM-Milrinon-Stockldsung [ul], die fir die einzelnen
Gruppen pipettiert wurden. Dabei wurde die jeweilige Menge der Milrinon-Stocklésung in einer
5-ml-Spritze mit einer konstanten Menge Krebs-Henseleit-Losung und einer der jeweiligen
Gruppe angepassten Menge DMSO (Dimethylsulfoxid, organisches Losungsmittel) gemischt.
Die Applikation erfolgte Uber einen Perfusor mit einer Flussrate von 1 % des gemessenen
Koronarflusses (CF). Die Messung des CF erfolgte in der 16. Minute der baseline. Das Schema
war an diese Flussrate angepasst. Alle Herzen dieser Reihe erhielten 0,25 % DMSO.

Gruppe Milrinon- DMSO [pl] Krebs-Henseleit-
Stocklosung [pl] Losung [pl]

Kontrolle - 1250,00 3750
(Con)

0,3 uM Milrinon 3,75 1246,25 3750
(Mil 0,3)

1 pM Milrinon 12,50 1237,50 3750
Mil 1)

3 uM Milrinon 37,50 1212,50 3750
(Mil 3)

10 uM Milrinon 125,00 1125,00 3750
(Mil 10)

30 pM Milrinon 375,00 875,00 3750
(Mil 30)

100 pM Milrinon 1250,00 - 3750
(Mil 100)

pI = Mikroliter; uM = Mikromolar; n = Anzahl.

Die Versuche wurden randomisiert durchgefiihrt. Nach 20 Minuten baseline erfolgte bei
allen Herzen direkt die Einleitung der 33-miniitigen Globalischimie (zur Ubersicht

siche Abb. 4).
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[mil3 | | Ischimie | [ Reperfusion =
[mir10 | | Ischimie | [ Reperfusion =
[Mil30 | | Ischimie | [ Reperfusion =
[ Mil 100 | | Ischimie | [ Reperfusion =

{1 InfarktgroRen-
-] bestimmung

- Vehikel Milrinon

Abb. 4: Versuchsablauf der Milrinon-Dosisfindungsstudie

Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der Untersuchungen, durchgefiihrt an isolierten Tierherzen im
Langendorff-Modell, der Dosisfindungsstudie (sieben Gruppen/ je n = 10). Das Ziel dieser Serie
war es, den protektiven Effekt von Milrinon zu zeigen und dabei die kleinste protektive Dosis
Milrinon zu finden. Nach 20 Minuten baseline durchliefen alle sieben Gruppen eine globale no-
flow Ischamie von 33 Minuten. Mit Beginn der Reperfusion wurde Uber zehn Minuten eine
bestimmte Konzentration Milrinon appliziert (0,3; 1; 3; 10; 30 oder 100 pM). Die Kontrollgruppe
(Con) erhielt das Vehikel. Darauf folgten in allen Gruppen weitere 50 Minuten Reperfusion.
Nach den Versuchen erfolgte die InfarktgréRenbestimmung per TTC-Farbung. Modifiziert nach
(150).

Con = Kontrolle; Mil = Milrinon; min = Minuten, n = Anzahl; TTC = Triphenyltetrazoliumchlorid.

Um auch in dieser Versuchsreihe eine mogliche Diffusion von Sauerstoff der Raumluft
zum Herzen zu verhindern wurde die Wéarmekammer mit auf 37 °C gewédrmtem und
Stickstoff begasten Krebs-Henseleit-Puffer aufgefiillt.

Etwa zehn Sekunden vor Ende der Ischimiephase wurde der Ischdmie-Puffer wieder
aus der Wirmekammer abgelassen. Die Koronarperfusion wurde nach genau 33
Minuten Ischdmie wieder eingeleitet.

Nach Ende der 33-miniitigen Ischdmie und mit direktem Beginn der 60-miniitigen
Reperfusion erfolgte die Applikation einer bestimmten Dosis Milrinon oder des
Vehikels fiir zehn Minuten iiber einen Perfusor. Die Flussrate der zu applizierenden
Substanz wurde abhidngig vom CF des Herzens eingestellt. Dazu wurde in der 16.
Minute der baseline der CF bestimmt und die Flussrate des Perfusors auf 1 % des CF
festgelegt. Die verwendeten 5-ml-Spritzen enthielten eine konstante Menge von 3750 ul
Krebs-Henseleit-Losung und 25 % DMSO. Mit einer Flussrate von 1% des CF
erhielten alle Herzen 0,25 % DMSO.
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Das Herz konnte sich nun erholen und musste spatestens ab der 45. Minute fiir 15
Minuten ununterbrochen schlagen. Schlug das Herz innerhalb der letzten 15 Minuten
zum Versuchsende nicht durchgehend, wurde es von der Versuchsreihe ausgeschlossen.
Nach Versuchsende wurde das Herz von der Langendorff-Anlage getrennt und das
Herznassgewicht bestimmt. Im direkten Anschluss wurde es bei -20 °C bis zur spéteren
Féarbung eingefroren.

Experimente der zweiten Versuchsserie wurden basierend auf den Ergebnissen der
Milrinon-Dosisfindungsstudie mit 3 uM Milrinon fortgefiihrt. Das Ziel dieser zweiten
Serie war es zu zeigen, dass die Milrinon-induzierte PostC iiber die mBKc,-Kanile
vermittelt wird (Paxillin-Studie). Hierfiir wurde der mBKc,-Kanalinhibitor Paxillin
zusitzlich zu Milrinon oder in alleiniger Gabe appliziert. Wie fiir die erste
Versuchsserie beschrieben, wurde eine 40-mM-Milrinon-Stocklosung in DMSO
hergestellt (50 mg Milrinon in 5,918 ml DMSO). Paxillin wurde ebenfalls in DMSO
gelost. Um eine 10-mM-Paxillin-Stocklosung herzustellen, wurden 10 mg Paxillin in
2,296 ml DMSO gelost. Die Paxillin-Studie bestand aus vier Gruppen. Die Milrinon-
Gruppe (Mil; n=9) erhielt 3 uM Milrinon, die Paxillin-Milrinon Gruppe (Pax + Mil;
n = 8) erhielt 3 pM Milrinon sowie 1 uM Paxillin und die Paxillin-Gruppe (Pax; n = 8)
1 uM Paxillin. Die Milrinon-Gruppe erhielt zusidtzlich das Paxillin-Vehikel. Damit
wurde gewihrleistet, dass die Herzen eine konstante Konzentration DMSO erreichte.
Dieses Vorgehen wurde auch bei den Paxillin-Gruppen angewandt, die
dementsprechend zusétzlich das Milrinon-Vehikel erhielten. Die Kontrollgruppe (Con;
n = &) erhielt die Vehikel von jeweils Milrinon (37,5 pl DMSO und 4962,5 pl Krebs-
Henseleit-Losung) und Paxillin (50 ul DMSO und 4950 pl Krebs-Henseleit-Losung).
Die applizierten Konzentrationen ergaben sich aus den festgelegten Pipettierschemata

(siehe Tabelle 3 und Tabelle 4).

Tabelle 3: Pipettierschema fiir 3 yM Milrinon (Phosphodiesterase-lll-Inhibitor) in
der Paxillin-Studie

In der Tabelle sind die exakten Mengen der 40-mM-Milrinon-Stocklésung [ul], die fir die
einzelnen Gruppen pipettiert wurden, dargestellt. Dabei wurde die jeweilige Menge der Milrinon-
Stocklésung in einer 5-ml-Spritze mit einer konstanten Menge Krebs-Henseleit-Lésung und
einer der jeweiligen Gruppe angepassten Menge DMSO (Dimethylsulfoxid, organisches
Lésungsmittel) gemischt. Die Applikation erfolgte Uber einen Perfusor mit einer Flussrate von
1 % des gemessenen Koronarflusses (CF). Die Messung des CF erfolgte in der 16. Minute der
baseline. Das Schema war an diese Flussrate angepasst. Die Herzen erhielten in dieser Reihe
0,0075 % DMSO durch das Milrinon-Pipettierschema, sowie 0,01 % aus dem Paxillin-
Pipettierschema (siehe Tabelle 4).
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Gruppe Milrinon- DMSO [ul] Krebs-Henseleit-

Stocklosung [pl] Losung [pl]

Kontrolle - 37,50 4962,50
(Con)

Milrinon 37,50 - 4962,50
(Mil)

Paxillin + Milrinon 37,50 - 4962,50
(Pax + Mil)

Paxillin - 37,50 4962,50
(Pax)

pI = Mikroliter; n = Anzahl.

Tabelle 4: Pipettierschema fur 1 yM Paxillin (mBKca-Kanalinhibitor) in der
Paxillin-Studie

Dargestellt sind die exakten Mengen der 10-mM-Paxillin-Stocklésung [pl], die fur die einzelnen
Gruppen pipettiert wurden. Dabei wurde die jeweilige Menge der Paxillin-Stockldsung in einer 5-
ml-Spritze mit einer konstanten Menge Krebs-Henseleit-Lésung und einer der jeweiligen
Gruppe angepassten Menge DMSO (Dimethylsulfoxid, organisches Losungsmittel) gemischt.
Die Applikation erfolgte ber einen Perfusor mit einer Flussrate von 1 % des gemessenen
Koronarflusses (CF). Die Messung des CF erfolgte in der 16. Minute der baseline. Das Schema
war an diese Flussrate angepasst. Die Herzen erhielten durch das Paxillin-Pipettierschema
0,01 % DMSO sowie 0,0075 % DMSO durch das Milrinon-Pipettierschema (siehe Tabelle 3).

Gruppe Paxillin- DMSO [pl] Krebs-Henseleit-
Stocklosung [pl] Losung [pl]

Kontrolle - 50 4950

(Con)

Milrinon - 50 4950

(Mil)

Paxillin + Milrinon 50 - 4950

(Pax + Mil)

Paxillin 50 - 4950

(Pax)

pl = Mikroliter; n = Anzahl.

Die Versuche wurden randomisiert durchgefiihrt. Nach 20 Minuten baseline erfolgte bei
allen Herzen direkt die Einleitung der 33-miniitigen Globalischimie (zur Ubersicht
siche Abb. 5). Wihrend der Ischdmiephase wurde auch in dieser Versuchsreihe die das
isolierte Herz umgebende Warmekammer mit auf 37 °C gewdrmtem und Stickstoff
begasten Krebs-Henseleit-Puffer aufgefiillt. Einer potenziellen Diffusion von Sauerstoff

der umgebenden Raumluft zum Herzen wurde so entgegengetreten. Identisch zu dem
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Vorgehen der vorangegangenen Versuchsreihen wurde etwa zehn Sekunden vor Ende
der Ischdmiephase der das Herz umgebende Ischdmie-Puffer aus der Warmekammer
abgelassen. Die Koronarperfusion wurde nach exakt 33 Minuten Ischdmie wieder
eingeleitet.

Nach Ende der 33-miniitigen Ischimie und mit direktem Beginn der 60-miniitigen
Reperfusion erfolgte je nach Gruppe die Applikation von den Vehikellosungen,
Milrinon alleine, eine kombinierte Gabe von Milrinon und Paxillin oder Paxillin alleine
fiir zehn Minuten {liber einen Perfusor. Hierbei ist zu erwédhnen, dass die Applikation
von Paxillin {iber den Perfusor zehn Sekunden vor Beginn der Reperfusion gestartet
wurde, um zu gewéhrleisten, dass die mBKca-Kanile blockiert sind, sobald Milrinon
appliziert wurde. Milrinon und Paxillin wurden den Herzen in separaten Spritzen iiber
zwei Perfusoren zugefiihrt. Die Perfusor-Flussrate der zu applizierenden Substanzen
wurde abhingig vom CF des Herzens eingestellt. Dazu wurde in der 16. Minute der
baseline der CF bestimmt und die Flussrate der Perfusoren auf 1 % des CF festgelegt.
Die 5-ml-Spritzen, die zur Applikation von Milrinon oder dessen Vehikel, verwendet
wurden, enthielten 0,75 % DMSO und eine konstante Menge von 4962,50 ul Krebs-
Henseleit-Losung. Die 5-ml-Spritzen, die zur Applikation von Paxillin oder dessen
Vehikel verwendet wurden, enthielten hingegen 1 % DMSO und eine konstante Menge
von 4950 ul Krebs-Henseleit-Losung. Bei der genannten Perfusor-Flussrate bedeutet
dies, dass die Herzen je nach Gruppe final 0,0075 % bzw. 0,01 % DMSO erhielten.

Das Herz konnte sich nun erholen und musste spétestens ab der 45. Minute fiir 15
Minuten ununterbrochen schlagen. Schlug das Herz innerhalb der letzten 15 Minuten
zum Versuchsende nicht durchgehend, wurde es von der Versuchsreihe ausgeschlossen.
Nach Versuchsende wurde das Herz von der Langendorff-Anlage getrennt und das
Herznassgewicht bestimmt. Im direkten Anschluss wurde es bei -20 °C bis zur spéteren

Féarbung eingefroren.
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- Vehikel Milrinon Paxillin

Abb. 5: Versuchsablauf der Paxillin-Studie

A InfarktgrbRen-
] bestimmung

Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der Experimente der Paxillin-Studie (vier Gruppen/je n = 8/9).
Das Ziel dieser Serie war es zu zeigen, dass die Milrinon-induzierte PostC
(Postkonditionierung) Uber mBKca-Kanale (mitochondriale calciumsensitive Kaliumkanale
groler Leitfahigkeit) vermittelt wird. Nach 20 Minuten baseline durchliefen alle vier Gruppen
eine globale no-flow Ischamie von 33 Minuten. Mit Beginn der Reperfusion wurde Uber zehn
Minuten Milrinon (Mil; 3 uM), Paxillin mit Milrinon (Pax + Mil; Pax: 1 uM, mBKca-Kanalinhibitor)
oder Paxillin (Pax; 1 uM) alleine appliziert. Die Kontrollgruppe (Con) erhielt die Vehikel. Darauf
folgten in allen Gruppen weitere 50 Minuten Reperfusion. Nach den Versuchen erfolgte die
InfarktgréRenbestimmung per TTC-Farbung. Modifiziert nach (150).

Con = Kontrolle, Mil = Milrinon, Pax + Mil = Paxillin + Milrinon; Pax = Paxillin, min = Minuten;

n = Anzahl; TTC = Triphenyltetrazoliumchlorid.

2.2.4 TTC-Farbung der Herzen

Die Herzen wurden fiir den Férbevorgang gleichméfig in etwa 2 mm dicke axiale
Scheiben geschnitten und mit einer 0,75 %-Triphenyltetrazoliumchlorid-(TTC)-Losung
in 1,4 % TRIS-Puffer fiir 15 Minuten bei pH 7,42 und 37 °C in einem Wairmebad
inkubiert. Die farblose TTC-Losung enthilt Tetrazolium-Kationen. Das Prinzip der
TTC-Férbung basiert auf Dehydrogenasen in vitalen Myokardzellen, die diese Kationen
iiber ein Tetrazolium-Radikal zu rotem Formazan reduzieren. Vitales Myokardgewebe
wurde so rot gefarbt, wihrend infarziertes Gewebe nicht gefarbt wurde und weil blieb.
Im Anschluss an die Farbung folgte iiber Nacht die Fixierung in 4 % Formaldehyd-
Losung bei pH 7,4 und 20 °C. Nach erfolgter Fixierung wurden die Herzscheiben,
sortiert von Basis zu Apex, mittels eines Fotoscanners digitalisiert. Danach wurden die
Herzscheiben iiber sieben Tage unter einem Abzug getrocknet. Die getrockneten
Herzscheiben wurden gewogen, um das Trockengewicht des Herzens zu bestimmen.

Die Planimetrie der digitalisierten Herzscheiben erfolgte verblindet mit der Software
SigmaScan® (siche Abb. 6). Die Farbsittigung und Kontrastierung der Bilder wurde

digital um 30 % erhoht. Dieser Schritt erleichterte die visuelle Differenzierung
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zwischen infarziertem und vitalem Myokardgewebe. Das infarzierte Gewebe stellte sich
in den Schnitten weil3-graulich und das vitale Gewebe rotlich dar. Die infarzierten
Fliachen des linken Ventrikels wurden gekennzeichnet und durch die Software addiert.
AnschlieBend wurde die Summe der infarzierten Areale zur Gesamtfliche des linken
Ventrikels (AAR = Area at Risk) ins Verhiltnis gesetzt. Der resultierende Quotient aus
infarziertem und vitalem Gewebe wurde fiir alle Herzscheiben arithmetisch gemittelt
und somit die durchschnittliche Infarktgrofle jedes Herzens bestimmt. Zwei verblindete,

voneinander unabhingige Untersucher zeichneten ein jedes Herz gegen.

Abb. 6: Planimetrie eines Rattenherzens nach TTC-Farbung

Dargestellt ist beispielhaft die Durchfiihrung der Planimetrie eines Rattenherzens. Ein Herz
wurde in neun dinne Scheiben geteilt. Diese axialen Schnitte wurden von Basis (links) nach
Apex (rechts) sortiert. Die obere Reihe zeigt die noch ungekennzeichneten Herzscheiben in der
genannten Sortierung. Zunachst wurden die Flachen der weilllichen Infarktareale blau
gekennzeichnet (siehe mittlere Reihe). Im nachsten Schritt wurde die Flache des gesamten
linken Ventrikels gelb gekennzeichnet (siehe untere Reihe). Aus dem Verhaltnis der einzelnen
summierten Infarktflachen zur Gesamtflache des linken Ventrikels wurde die Infarktgréfie in %
ermittelt. Modifiziert nach (101). TTC = Triphenyltetrazoliumchlorid.

2.2.5 Statistische Auswertung

Der primidre Endpunkt der in vitro-Versuche dieser Arbeit war die
InfarktgroBenreduktion. Mithilfe von SigmaStat® wurde die erforderliche GruppengroBe
ermittelt, um einen Unterschied zwischen zwei Gruppen detektieren zu konnen. Es
wurde eine minimale Differenz des myokardialen Zellschadens von 25 % angenommen
und eine Standardabweichung von 10 % erwartet (Werte aus fritheren Untersuchungen
der Arbeitsgruppe Kardioprotektion). Daraus errechnete sich bei gewiinschter Power
von 80 % und einem angenommenen alpha-Fehler von 0,05 bei insgesamt sieben

Gruppen in der Milrinon-Dosisfindungsstudie eine Gruppengrofle von acht bis zehn
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Tieren. Ein statistisch signifikanter Unterschied von 25 % in der Infarktgréfe konnte
durch diese kalkulierte Gruppengrofle detektiert werden. In der Paxillin-Studie ergab
sich dadurch bei insgesamt vier Gruppen und gleichen Gegebenheiten eine
GruppengroBe von acht Tieren. Zur statistischen Auswertung wurde GraphPad Prism
Version 6 verwendet.

Die Parameter der Versuchstiere Tiergewicht, Herzgewichte, ischdmisches
Kontrakturmaximum und Zeitpunkt der ischdmischen Kontraktur wurden mit einer
einfaktoriellen ANOVA mit Tukey’s post-hoc test zwischen den Gruppen iiberpriift.

Die InfarktgroBenunterschiede zwischen den Gruppen wurden mit einer einfaktoriellen
ANOVA mit Tukey’s post-hoc test analysiert.

Der Vergleich der himodynamischen Parameter in der baseline und Reperfusionsphase
zwischen den Gruppen oder den verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe
wurde mit einer ,,Zwei-Wege*“ ANOVA mit Tukey’s post-hoc test durchgefiihrt.

Ein p < 0,05 wurde fiir alle Testverfahren als signifikant erachtet. Alle Daten wurden als

Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

3 Ergebnisse

3.1 InfarktgroBen der Vorversuche zu ischamischer Pra- und
Postkonditionierung

Fiir die vorliegende Arbeit wurde vor Beginn der Hauptversuche eine Vorversuchsreihe
durchgefiihrt. Diese Vorversuche sollten den in der Literatur beschriebenen Effekt der
ischdmischen Konditionierung bestdtigen. Als primdrer Endpunkt wurde die
InfarktgréBenreduktion festgelegt. In zwei Gruppen (je n = 6) wurde das Konzept der
IPC und der iPostC untersucht. Eine dritte Gruppe (n = 6) bildete die Kontrolle (Con).
Die InfarktgroBe der Kontrollgruppe betrug 41 +9 % des Risikogebiets (A4R). Die
InfarktgroBe der IPC-Gruppe betrug hingegen 10+4 %. Diese Reduktion der
InfarktgroBe war gegeniiber der Kontrolle signifikant (p < 0,05 versus Con: 41 =9 %).
Die InfarktgroBe der iPostC-Gruppe betrug 20 + 10 % und war ebenfalls signifikant
geringer als die Kontrolle (p < 0,05 vs. Con: 41 £ 9 %). Die Reduktion der Infarktgro3e
durch IPC unterschied sich nicht von der Reduktion durch iPostC (IPC: 10 + 4 %. vs.
1PostC: 20 + 10 %; p > 0,05 (nicht signifikant [ns]). Die Infarktgroen wurden grafisch
in Abb. 7 dargestellt.
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Abb. 7: InfarktgroBen der Vorversuchsreihe zu ischamischer Pra- und
Postkonditionierung

Zur Bestéatigung des kardioprotektiven Effekts ischamischer Konditionierungsverfahren wurden
isolierte Tierherzen in drei Gruppen (Con, IPC, iPostC; je n=6) randomisiert. Die Herzen
durchliefen eine Einpendelungsphase (baseline, 20 min). IPC-Herzen erhielten im Anschluss
drei Zyklen a 5 min globale Ischamie-Reperfusion. Danach folgten 33 min globale Ischamie und
60 min Reperfusion. IPostC-Herzen erhielten nach der Ischamiephase von 33 min sechs Zyklen
a 10 s Ischamie-Reperfusion. Es folgten weitere 58 min Reperfusion. Die Herzen wurden mit
TTC gefarbt. Die InfarktgroRe wurde planimetrisch berechnet und als prozentualer Anteil des
Risikogebiets angegeben. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die
InfarktgroRen der IPC- und der iPostC-Gruppen waren signifikant geringer gegeniber der
Kontrolle (* p < 0,05 vs. Con).

Con = Kontrolle; IPC = ischamische Prakonditionierung; iPostC =ischamische Postkonditi-
onierung; TTC = Triphenyltetrazoliumchlorid;

n = Anzahl; vs. = versus; min = Minuten; s = Sekunden.
3.2 Ergebnisse der Milrinon-Dosisfindungsstudie

3.2.1 InfarktgroRen

Das Ziel der Dosisfindungsstudie bestand darin, den kardioprotektiven Effekt durch
eine dosisabhédngige Milrinon-induzierte PostC zu zeigen und die kleinste protektive
Dosis Milrinon fiir die zweite Versuchsreihe zu finden. Der primédre Endpunkt der
Studie war die Infarktgroenreduktion. Es wurden sechs verschiedene Konzentrationen
Milrinon getestet mit einer jeweiligen Gruppengréfle von zehn Tieren (n = 10). Getestet

wurden folgende Konzentrationen Milrinon: 0,3 uM (Mil 0,3), 1 uM (Mil 1), 3 uM (Mil
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3), 10 uM (Mil 10), 30 uM (Mil 30) und 100 uM (Mil 100). Eine siebte Gruppe mit
einer Gruppengrofle von zehn Tieren (n = 10) bildete die Kontrollgruppe (Con).

Die InfarktgroBe der Kontrollgruppe (Con) betrug 37 + 7 % des Risikogebiets (44R).
Die Applikation von 0,3 uM (Mil 0,3) und 1 uM (Mil 1) Milrinon fiihrte nicht zu einem
protektiven Effekt am Myokard. Stattdessen bewegten sich die InfarktgroBen auf
Kontrollniveau (Mil 0,3: 40 £ 5 %; Mil 1: 40 + 4 %; ns vs. Con).

Bei der Analyse der InfarktgroBen zeigte sich eine statistisch signifikante
Infarktgroenreduzierung ab der Gabe von 3 uM (Mil 3). Die InfarktgroBe in dieser
Gruppe betrug 21+7 % (p <0,05 vs. Con: 37+ 7 %). Die hoheren Konzentrationen
Milrinon, 10 bis 100 uM (Mil 10, Mil 30, Mil 100), waren ebenfalls signifikant
protektiv, fiihrten jedoch zu keiner signifikant stirkeren Kardioprotektion (Mil 10:
24 £8%; Mil 30: 27+8%; Mil 100: 20£9%; ns vs. Mil 3: 21 +7 %). Die
InfarktgrofBen wurden grafisch in Abb. § dargestellt.
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Abb. 8: InfarktgroBen der Milrinon-Dosisfindungsstudie

An isolierten Tierherzen im Langendorff-Modell wurden in der Milrinon-Dosisfindungsstudie
verschiedene Konzentrationen Milrinon bezlglich eines kardioprotektiven Effekts untersucht.
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Als primarer Endpunkt wurde die InfarktgréRenreduzierung festgelegt. Die isolierten Tierherzen
wurden in sieben Gruppen (je n = 10) randomisiert. Im Anschluss an eine 33-minutige Ischamie
erhielten die Interventionsgruppen Milrinon [uM] in folgenden Konzentrationen: 0,3 (Mil 0,3), 1
(Mil 1), 3 (Mil 3), 10 (Mil 10), 30 (Mil 30) oder 100 (Mil 100) Gber 10 min zu Beginn der 60-
minudtigen Reperfusionsphase. Die Kontrollgruppe (Con) erhielt das Vehikel. Die Herzen wurden
mit TTC gefarbt. Die InfarktgréRe wurde planimetrisch berechnet und als prozentualer Anteil
des Risikogebiets angegeben. Die vorliegenden Daten sind als Mittelwert =+
Standardabweichung angegeben. Es wurde eine reprasentative Herzscheibe je Gruppe
dargestellt. Milrinon flhrte ab einer Konzentration von 3 puM zu einer signifikanten
InfarktgréRenreduzierung (* p < 0,05 vs. Con). Héhere Konzentrationen Milrinon (Mil 10, Mil 30
und Mil 100) fGhrten jedoch zu keiner signifikant starkeren Infarktgrof3enreduzierung (p > 0,05
vs. Mil 3). Modifiziert nach (150).

Con = Kontrolle; Mil = Milrinon; TTC = Tetrazoliumchlorid;

n = Anzahl; vs. = versus; ns = nicht signifikant; uM = mikromolar; min = Minuten.

3.2.2 Hamodynamik

Die analysierten himodynamischen Parameter umfassen Herzfrequenz [min’'],
linksventrikuldren enddiastolischen Druck [mmHg], linksventrikuldren endsystolischen
Druck [mmHg], Rate Pressure Product (RPP) sowie den Koronarfluss [ml x min'!] und
sind in Tabelle 5 dargestellt. Diese Parameter wurden wihrend der Experimente
kontinuierlich gemessen, in die statistische Auswertung flossen die zugehorigen
Messwerte jedoch zu einem definierten Zeitpunkt wahrend der baseline (16. Minute)
sowie 30, 45 und 60 Minuten nach Beginn der Reperfusion ein. In der baseline zeigte
sich beziiglich der Parameter Herzfrequenz, linksventrikuldrer enddiastolischer Druck,
linksventrikuldrer endsystolischer Druck, RPP und Koronarfluss kein signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Auch in der Gegeniiberstellung dieser
hdmodynamischen Parameter von den Interventionsgruppen zu den himodynamischen
Parametern der Kontrollgruppe gab es weder in der baseline noch in der Reperfusion
signifikante Unterschiede.

Die Herzfrequenz zeigte zum Ende des Experiments (Reperfusion 60. Minute) in allen
Gruppen keinen signifikanten Unterschied zur baseline.

Der linksventrikuldre enddiastolische Druck war nach der Ischdmie zu jedem
Messzeitpunkt in allen Gruppen signifikant hoher im Vergleich zur baseline. Der
linksventrikuldre endsystolische Druck zeigte hingegen in allen Gruppen zu jedem
Messzeitpunkt nach der Ischdmie ein gegensétzliches Verhalten. Die Driicke waren im
Vergleich zur baseline signifikant niedriger. Auch das RPP war nach der Ischdmiephase

zu jedem Messzeitpunkt in allen Gruppen signifikant niedriger gegeniiber der baseline.
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Der Koronarfluss war nach der Ischdmie in allen Gruppen zu jedem Messzeitpunkt
signifikant geringer im Vergleich zur baseline.
Innerhalb einer Gruppe zeigte sich zu den verschiedenen Zeitpunkten beziiglich der

bereits genannten himodynamischen Parameter kein signifikanter Unterschied.

Tabelle 5: Hamodynamische Parameter der Milrinon-Dosisfindungsstudie

Isolierte Tierherzen im Langendorff-Modell wurden in sieben Gruppen randomisiert. Sie
durchliefen eine Einpendelungsphase (baseline) von 20 min. Es folgte eine Ischamie von 33
min. Zu Beginn der 60-mindtigen Reperfusion erhielten die Interventionsgruppen (Mil 0,3; Mil 1;
Mil 3; Mil 10; Mil 30; Mil 100) Gber 10 min verschiedene Konzentrationen Milrinon (Mil). Die
Kontrolle (Con) erhielt das Vehikel. Zu definierten Zeitpunkten wurden die hdmodynamischen
Parameter Herzfrequenz  (HF), linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVPdia),
linksventrikularer systolischer Druck (LVPsys), Rate Pressure Product (RPP) und der
Koronarfluss (CF) gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte mit einer ,Zwei-Wege*
ANOVA mit Tukey’s post-hoc test. Alle Werte sind Mittelwerte (+ Standardabweichung).
Modifiziert nach (150).

pM baseline Reperfusion [min]
30 45 60

HF [min”]
Con - 326 +£40 244 + 131* 304 +£76 280+ 49
Mil 0,3 331+33 285+ 135 271+ 56 298 + 47
Mil 1 333+49 215+ 117* 239+ 101* 256 + 69
Mil 3 313 +£45 209 £101* 285+ 69 261 +35
Mil 10 314 +£51 361 + 85 260 + 39 264 + 46
Mil 30 322+43 204+ 111* 228 + 96* 263 +72
Mil 100 325+ 55 201 + 123* 248 + 85 269 + 102
LVP, [mmHg]
Con - 5+2 86+ 7* 82+ 7* 81 £ 6*
Mil 0,3 4+2 83 + 5% 79 + 6* 77 £ 5%
Mil 1 3+2 83 + 8* 79 + 8* 77 £ 7%
Mil 3 5+1 85+ 9% 81 £ 6* 78 £ 6*
Mil 10 3+£2 88 &+ 7* 83 + 6* 81 &+ 5%
Mil 30 4+2 88 & 6* 83 + 6* 80 & 6*
Mil 100 4+2 86 & 5% 82 & 4* 80 & 5%
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uM baseline Reperfusion [min]

30 45 60
LVPgy [mmHg]
Con - 148 +13 97 £ 10* 101 £11* 99 + 10*
Mil 0,3 144 +9 103 £ 7* 105 + 7* 103 +4*
Mil 1 139+ 15 96 + 7* 97 £ 7% 99 + 8*
Mil 3 143+ 12 101 £ 10* 101 £11* 101 +£9*
Mil 10 137+10 101 &+ 5% 104 + 7* 103 + 6*
Mil 30 145+8 107 £ 19* 98 + 6* 97 £ 7%
Mil 100 144 + 13 97 £+ 8* 100 = 10* 98 + 7*
RPP [min” x mmHg]
Con - 47607 = 6504 23370 + 12891%* 30341 + 7749* 27381 £ 4726*
Mil 0,3 47413 £ 3633 29419 + 14091 * 28581 + 7083 * 30633 + 5746*
Mil 1 45482 + 9211 20806 + 11537* 23207 + 9987* 25088 + 6965*
Mil 3 45653 + 6505 20694 + 9977* 28330 + 6722%* 25936 + 3983*
Mil 10 42925 + 6270 26469 + 8904* 27186 + 5055* 27182 + 5299%*
Mil 30 45705 £ 8129 22198 + 12497 * 22530 +9328* 25686 + 6127*
Mil 100 45971 £ 5506 19848 + 12392* 24459 + 7924* 26298 +9325*
CF (ml x min™)
Con - 16+3 9+ 2% 10+ 3* 94 3%
Mil 0,3 15+1 10 £ 4* 10+ 3* 10+ 3*
Mil 1 163 10 +£3* 10+ 3* 11+3*
Mil 3 15+2 10 £ 4* 10+ 5* 11+ 5%
Mil 10 15+3 11 +£4* 11 +4* 11 +4*
Mil 30 15+2 11 +£4* 10 + 4* 9+ 3%
Mil 100 16+3 8 £ 2% 8+ 2% 9+ 2%

MM = Mikromolar; min = Minuten; mmHg = Millimeter Quecksilbersaule; ml = Milliliter.

*p <0,05 vs. baseline.

3.2.3 Tiergewicht, Herzgewicht und ischamische Kontraktur

Neben der Himodynamik wurden auch die Parameter Korpergewicht der Versuchstiere,
Herztrocken- und -nassgewicht sowie die Zeitpunkte und Hohe der Kontraktur von den
Myokardzellen in der Ischdmie betrachtet. Diese Parameter unterschieden sich nicht

signifikant zwischen den Gruppen (siche Tabelle 6).
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Tabelle 6: Tiergewichte, Herztrocken- und -nassgewichte sowie Zeitpunkt und
Hohe der maximalen ischamischen Kontraktur der Milrinon-
Dosisfindungsstudie

Dargestellt sind das Koérpergewicht, das Herznassgewicht nach Versuchsende sowie das
Herztrockengewicht nach Trocknung fiir sieben Tage. Ferner sind Zeitpunkt und Hohe der
Kontraktur des linken Ventrikels wahrend der 33-minitigen Ischamiephase angegeben. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die statistische
Auswertung erfolgte mit einer einfaktoriellen ANOVA. Alle Werte sind Mittelwerte
(+ Standardabweichung).

Zeitpunkt Hohe der
o . Korper- Herztrocken- Herznass- der max. max.
Milrinon . . . c e . e
[uM] gewicht gewicht gewicht  ischimischen ischimischen
" Ig] Ig] Ig] Kontraktur  Kontraktur
[min] [mmHg]
Con - 10 287 +29 0,16+0,02 1,60+0,23 13+£2 65+5
Mil 0,3 10 285+£24 0,16 0,02 1,46=+0,14 14+1 62+6
Mil 1 10 286 + 24 0,17+0,02 1,56+ 0,08 13£2 63+6
Mil 3 10 278 £25 0,17+0,03 1,48+0,12 13+£2 66+38
Mil 10 10 296 £32 0,16+0,01 1,62+0,11 14+£2 62+9
Mil 30 10 282 +£23 0,16+0,02 1,55+0,12 13+1 67+10
Mil 100 10 281 +£21 0,15+0,01 1,49+0,10 13+1 66+ 7

Con = Kontrolle; Mil = Milrinon.

MM = Mikromolar; g = Gramm; n = Anzahl; min = Minuten; mmHg = Millimeter Quecksilbersaule.
3.3 Ergebnisse der Paxillin-Studie

3.3.1 InfarktgroBen

Basierend auf den Ergebnissen der Milrinon-Dosisfindungsstudie wurde in dieser
zweiten Serie (Paxillin-Studie) eine Konzentration von 3 pM Milrinon zur Induzierung
der PostC eingesetzt. Diese Konzentration Milrinon wurde als die niedrigste noch
protektive Dosis ermittelt. Diese Paxillin-Studie beschiftigte sich mit den
mechanistischen Zusammenhidngen zwischen Milrinon-induzierter PostC und den
mBKc,-Kanidlen. Das Ziel dieser zweiten Serie war es zu zeigen, dass Milrinon-
induzierte PostC iiber die mBKca-Kanile vermittelt wird. Hierflir wurde der mBKc.-
Kanalinhibitor Paxillin zusitzlich zu Milrinon oder in alleiniger Gabe appliziert. Auch
in dieser Versuchsreihe wurde die InfarktgréoBenreduktion als primdrer Endpunkt
festgelegt. In Abb. 9 sind die InfarktgroBen grafisch dargestellt.

Insgesamt wurden vier Gruppen mit einer Grofle von jeweils acht bis neun Tieren

(n=8-9), in dieser Serie untersucht. Die InfarktgroBBe der Kontrollgruppe (Con) betrug

41



42 + 8 % des Risikogebiets (44R). Die alleinige Gabe von Milrinon (Mil) hingegen
ergab wiederholt eine signifikante Infarktgroenreduzierung. Die InfarktgréBe in dieser
Gruppe lag bei 25+6 % (p<0,05 vs. Con). Die Applikation von Paxillin (Pax)
zusétzlich zZu Milrinon (Mil) verhinderte die Milrinon-induzierte
InfarktgroBenreduktion. Die InfarktgroBe in dieser Gruppe lag bei 42 +9 % (p < 0,05
vs. Mil). Die alleinige Gabe von Paxillin (Pax) hatte keinen Einfluss auf die

InfarktgroBe. Die Infarktgrofe lag hier bei 47 £ 4 % (ns vs. Con).
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Abb. 9: InfarktgroBen der Paxillin-Studie

In der Paxillin-Studie wurden die mechanistischen Zusammenhange des kardioprotektiven
Effekts von Milrinon untersucht. Dafir wurde Paxillin, ein Inhibitor der mitochondrialen
calciumsensitiven Kaliumkanéle groRer Leitfahigkeit (mBKca.-Kanale), verwendet. Isolierte
Tierherzen wurden in vier Gruppen (je n = 8/9) randomisiert. Als primarer Endpunkt wurde die
InfarktgroRenreduzierung festgelegt. Die Interventionsgruppen erhielten entweder Milrinon (Mil;
3 uM), Paxillin und Milrinon (Pax + Mil; Pax: 1 uyM) oder Paxillin alleine (Pax; 1 uM). Die
Kontrollgruppe (Con) erhielt die Vehikel. Die Herzen wurden mit TTC gefarbt. Die Infarktgrole
wurde planimetrisch berechnet und als prozentualer Anteil des Risikogebiets angegeben. Die
vorliegenden Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Es wurde eine
reprasentative Herzscheibe je Gruppe dargestellt. Die InfarktgroRen der Gruppen Con, Pax +
Mil und Pax waren signifikant erhdht gegenlber Mil (* p < 0,05 vs. Mil). Modifiziert nach (150).

Con = Kontrolle; Mil = Milrinon; Pax = Paxillin; TTC = Triphenyltetrazoliumchlorid;
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n = Anzahl; vs. = versus.

3.3.2 Hamodynamik

Die analysierte Hdmodynamik umfasst Herzfrequenz [min™'], linksventrikuliren
enddiastolischen Druck [mmHg], linksventrikuldren endsystolischen Druck [mmHg],
Rate Pressure Product (RPP) sowie den Koronarfluss [ml x min!]. Die komplette
Hamodynamik dieser Serie ist in Tabelle 7 dargestellt. Diese Parameter wurden
wihrend der Experimente kontinuierlich gemessen, in die statistische Auswertung
flossen die zugehorigen Messwerte jedoch zu einem definierten Zeitpunkt in der
baseline (16. Minute) sowie nach 30, 45 und 60 Minuten in der Reperfusion. In der
baseline zeigte sich beziiglich der Parameter Herzfrequenz, linksventrikuldrer
enddiastolischer Druck, linksventrikuldrer endsystolischer Druck, RPP und
Koronarfluss kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Dariiber hinaus
zeigte sich auch in dieser Versuchsreihe iiber den gesamten Versuchsablauf (baseline
und Reperfusion) kein signifikanter Unterschied der himodynamischen Parameter der
Interventionsgruppen  gegeniiber den  hdmodynamischen = Parametern  der
Kontrollgruppe.

Bei Betrachtung der Herzfrequenz zeigte sich zum Ende des Experiments (Reperfusion
60. Minute) in allen Gruppen ein signifikanter Unterschied zur baseline.

Der linksventrikuldre enddiastolische Druck war nach der Ischdmie zu jedem
Messzeitpunkt in allen Gruppen signifikant hoher im Vergleich zur baseline. Der
linksventrikuldre endsystolische Druck zeigte hingegen in allen Gruppen zu jedem
Messzeitpunkt nach der Ischdmie ein gegensétzliches Verhalten. Die Driicke waren im
Vergleich zur baseline signifikant niedriger. Auch das RPP war nach der Ischdmiephase
zu jedem Messzeitpunkt in allen Gruppen signifikant niedriger gegeniiber der baseline.
Der Koronarfluss war nach der Ischdmie zu jedem Messzeitpunkt in allen Gruppen
signifikant geringer im Vergleich zur baseline.

Innerhalb einer Gruppe zeigte sich zu den verschiedenen Zeitpunkten beziiglich der

bereits genannten himodynamischen Parameter kein signifikanter Unterschied.

Tabelle 7: Hamodynamische Parameter der Paxillin-Studie

Isolierte Tierherzen im Langendorff-Modell wurden in vier Gruppen randomisiert. Sie durchliefen

eine Einpendelungsphase (baseline) von 20 min. Es folgte eine Ischamie von 33 min. Zu

Beginn der 60-minutigen Reperfusion erhielten die Interventionsgruppen Gber 10 min Milrinon

(Mil), Paxillin und Milrinon (Pax + Mil) oder Paxillin alleine (Pax). Die Kontrolle (Con) erhielt die

Vehikel. Zu definierten Zeitpunkten wurden die hdmodynamischen Parameter Herzfrequenz

(HF), linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVPudia), linksventrikularer systolischer Druck
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(LVPsys), Rate Pressure Product (RPP) und der Koronarfluss (CF) gemessen. Die statistische
Auswertung erfolgte mit einer ,Zwei-Wege“ ANOVA mit Tukey’s post-hoc test. Alle Werte sind
Mittelwerte (+ Standardabweichung). Modifiziert nach (150).

baseline Reperfusion [min]
30 45 60

HF [min”]
Con 320+ 54 237 £ 76* 230 + 84* 228 £ 63*
Mil 356 £44 230 £+ 134* 242 + 114* 268 + 78%*
Pax + Mil 344 + 38 202 £ 115* 235 + 80* 211 £ 75%
Pax 320 £ 27 292 +26 246 £ 53 212 £ 39%
LVPji, [mmHg]
Con 242 80 & 4* 72 £ 4% 70 + 4%
Mil 1+1 73 +£28% 76 £ 8* 74 £ 7*
Pax + Mil 1+1 70 + 30%* 76 + 9* 73 + 8%
Pax 1+1 80 + 5% 75 £ 6* 72 + 5%
LVPgs [mmHg]
Con 139+ 10 95 £4* 98 + 8* 93 + 8*
Mil 137+ 14 100 £ 7* 98 + 7* 100 £ 5%
Pax + Mil 140 + 17 98 + 6* 94 + 7% 95+ 10*
Pax 140+ 11 95+ 7* 97 £ 7* 97 + 5%
RPP [min™ x mmHg]
Con 44730 + 8572 22769 £ 7723* 22551 £8301* 21,408 + 6746*
Mil 48975 + 9466 22730 + 13033* 23725 £ 11104* 26630 + 7548*
Pax + Mil 48139 £ 7939 19475 + 10859* 21868 £ 6787* 19687 + 6845*
Pax 45134 £ 4766 27871 £ 3003* 24010 £ 5905* 20634 + 4646*
CF (ml x min™)
Con 16+2 10 £ 3* 11 £3* 10 £ 2%
Mil 16 £1 8+ 1% 8+ 1% 9+ 1%
Pax + Mil 16 +£2 8+ 2% 8 £2% 9+ 3%
Pax 15+2 9+2% 9+ 2% 9+ 2%

min = Minuten; mmHg = Millimeter Quecksilbersaule; ml = Milliliter.

*p < 0,05 vs. baseline.

3.3.3 Tiergewicht, Herzgewicht und ischamische Kontraktur

Zusitzlich zur Hadmodynamik wurden auch die Parameter Korpergewicht der
Versuchstiere, Herztrocken- und -nassgewicht sowie die Zeitpunkte und Hohe der
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Kontraktur von den Myokardzellen in der Ischdmie betrachtet. Diese Parameter

unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Gruppen (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Tiergewichte, Herztrocken- und -nassgewichte sowie Zeitpunkt und
Hohe der maximalen ischamischen Kontraktur der Paxillin-Studie

Dargestellt sind das Koérpergewicht, das Herznassgewicht nach Versuchsende sowie das
Herztrockengewicht nach Trocknung fiir sieben Tage. Ferner sind Zeitpunkt und Hohe der
Kontraktur des linken Ventrikels wahrend der 33-minitigen Ischamiephase angegeben. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die statistische
Auswertung erfolgte mit einer einfaktoriellen ANOVA. Alle Werte sind Mittelwerte
(+ Standardabweichung).

Zeitpunkt Hohe
Kérpersewicht Herztrocken- Herznass- der max. der max.
n P [ g] gewicht gewicht ischimischen ischidmischen
g Ig] Ig] Kontraktur  Kontraktur
[min] [mmHg]|
Con 8 288 £28 0,17+ 0,02 1,61 0,14 13£1 637
Mil 9 285+ 23 0,17 +0,02 1,55 +£0,20 13£2 68+ 11
Pax + Mil 8 282+ 18 0,15+0,01 1,60 £ 0,21 13+1 64 £11
Pax 8 290 £ 15 0,17+ 0,02 1,68+0,17 14+1 62=+9

Con = Kontrolle; Mil = Milrinon; Pax = Paxillin.

n = Anzahl; g = Gramm, min = Minuten; mmHg = Millimeter Quecksilbersaule.

4 Diskussion

Diese Arbeit setzt sich mit der Fragestellung auseinander, ob durch pharmakologische
PostC eine InfarktgroBenreduzierung am Myokard erreicht werden kann und ob diese
PostC iiber die mBKca-Kanédle vermittelt wird. Zundchst wurde eine Versuchsserie
durchgefiihrt, um den protektiven Effekt von ischdmischer Prd- und
Postkonditionierung zu bestitigen. Fiir die pharmakologische PostC wurde in dieser
Arbeit Milrinon verwendet. Milrinon gehort zu der Gruppe der Inodilatatoren. Es wirkt
positiv inotrop und vasodilatatorisch iiber die Erhohung des intrazelluliren cAMP-
Gehalts. Die Milrinon-induzierte PostC erfolgte nach 33-miniitiger globaler Ischimie.
Die Hauptversuche waren unterteilt in eine Dosisfindungsstudie und eine anschlieBende
Studie mit Paxillin (Paxillin-Studie). In der Dosisfindungsstudie wurden sechs
verschiedene Konzentrationen Milrinon getestet. Die dort ermittelte kleinste noch
protektive Dosis Milrinon wurde dann weiter in der Paxillin-Studie verwendet. Die

Paxillin-Studie untersuchte die mechanistischen Zusammenhinge zwischen der
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Milrinon-induzierten PostC und den mBKc,-Kanilen. Dafiir wurde die Eigenschaft von
Paxillin genutzt, mBKca.-Kanéle zu inhibieren.

In den Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass ischdmische Prd- und
Postkonditionierung das Herz effektiv vor einem IR-Schaden schiitzen. Die Dosis
Milrinon, die in der Dosisfindungsstudie ermittelt wurde, war auch in der Paxillin-
Studie protektiv. Zudem konnte in der Paxillin-Studie gezeigt werden, dass Milrinon-

induzierte PostC tiber die mBKc.-Kanéle vermittelt wird.

4.1 Diskussion — Material und Methodik

4.1.1 Modifizierte Krebs-Henseleit-Losung

Einer der am héufigsten verwendeten Bikarbonat-Puffer fiir die retrograde Perfusion
eines isolierten Herzens im Langendorff-Modell ist eine modifizierte Losung nach
Krebs und Henseleit aus dem Jahre 1932 (100). Die Zusammensetzung dieser Losung
soll die Bestandteile von Blutplasma imitieren. Die in der Literatur meistgenutzte
Losung hat folgende Zusammensetzung in mM: 118 NaCl, 4,7 KCl, 1,2 MgSOs, 1,2
KH>POs4, 4,25 NaHCO3, 2,25 CaCl; und 11 Glucose (102). Auch in dieser Arbeit wurde
diese LoOsung in genannter Zusammensetzung als Basis gewihlt. Widhrend eines
Experiments wurde die Losung kontinuierlich mit Carbogen (5 % CO2, 95 % O2) begast.
Dadurch wurde das Sauerstoffangebot fiir das Herz aufrechterhalten und gleichzeitig
das noétige CO; geliefert, um eine pH-Stabilitit zu gewdhrleisten. Dennoch sind die
Ionen- und Substratkonzentrationen in dieser Losung nicht physiologisch (insbesondere
der Kalium- und Calciumgehalt) (97). Dies liegt daran, dass die Losung keine Proteine
oder andere Molekiile enthilt, die normalerweise im Blutplasma enthalten sind und
potenziell Ionen binden (97). Die Energiequelle dieser Losung fiir das Herz ist Glukose.
Normalerweise praferiert das normoxische Herz freie Fettsduren (103). Das Herz ist
jedoch imstande jedes metabolische Substrat erfolgreich als Energiequelle zu nutzen
(102, 104, 105). Der Zusatz von freien Fettsduren oder Pyruvat ist mdglich, kann jedoch
wéhrend der Oxygenierung der Losung zu signifikanter Schaumbildung fithren (105).
Dies ist einer der Griinde, weshalb diese Substrate dem hier verwendeten Puffer nicht
zugefithrt wurden. Ein weiterer Punkt, der beziiglich der Glukose betrachtet werden
muss, ist die relativ hohe Konzentration dieses Substrats in der Losung. Die genutzte
Konzentration von 11 mM ist fast doppelt so hoch wie physiologisch in einer

ménnlichen WISTAR-Ratte (6-7 mmol/l, 125 mg/dl) (105, 106). Eine
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Glukosekonzentration von 11 mM konnte daher schon als diabetisch gelten. Es wurde
dennoch diese unphysiologische Menge an Glukose verwendet, da keine zusitzlichen
Energiesubstrate genutzt wurden und die Glukose somit die einzige Energiequelle fiir
die Myokardzellen darstellte (105).

Das Fehlen von Proteinen, Himoglobin und hormonellen sowie zelluldren Bestandteilen
in der modifizierten Krebs-Henseleit-Losung fiihrt zu gewissen Limitationen. Die
Flusseigenschaften dieser Losung sind gegeniiber Blut verdndert und fithren zu einem
artifiziell hohen Koronarfluss. Dies 16st Scherstress entlang des Endothels der
Koronararterien aus (97). Des Weiteren ist die Sauerstoffloslichkeit im Vergleich zu
Blut vermindert und die Dissoziation des Sauerstoffs im kardialen Gewebe niedriger
(105).

Durch das Fehlen der genannten Komponenten besteht ein geringerer onkotischer
Druck (104, 105). Infolgedessen kénnen Odeme im Gewebe des isoliert perfundierten
Herzens entstehen. Dies gilt insbesondere fiir Untersuchungen mittels Ischdmie-
Reperfusionsprotokoll (105, 107, 108). In dieser Arbeit wurde der Wassergehalt des
Myokardgewebes nach Ende eines Experiments indirekt {iber die Messung des
Herznassgewichts bestimmt. Beziiglich des Nassgewichts zeigten sich weder zwischen
den Gruppen der Dosisfindungsstudie noch zwischen den Gruppen der Paxillin-Studie
Unterschiede. Ob Odeme im Myokardgewebe entstanden sind, lisst sich dadurch jedoch
nicht abschlieBend kldren. Das Herzgewicht wurde nicht direkt nach Exzision aus dem
Versuchstier bestimmt, um die Zeit, in der das Herz nicht perfundiert wurde, so kurz
wie moglich zu halten. Somit standen keine Ausgangswerte des Herzgewichts zur
Verfligung, um einen Vergleich mit dem Herzgewicht nach Versuchsende anzustreben.
Der primdare Endpunkt in den Versuchsreihen dieser Arbeit war die
InfarktgroBenreduzierung. Die Entstehung von Odemen stand nicht im Fokus.

Die sich normalerweise im Blut befindlichen Antioxidantien und Glukosteroide fehlen
in der Krebs-Henseleit-Losung und stehen dem Herzen damit nicht zur Verfiigung.
Dadurch wird das Herz gegeniiber umgebenden Immunstimuli angreifbar (97). Hierzu
zahlen zum Beispiel bakterielle Verunreinigungen (109). Verunreinigungen wurde
durch tédgliches Ansetzen einer frischen Losung und tdgliche Reinigung der Anlage
entgegengetreten. Des Weiteren wurde die Langendorff-Anlage regelméBig zusétzlich
griindlich mit HCI (37 %) gereinigt, um eventuelle Riickstinde und Verschmutzungen

zu beseitigen.
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Einige der oben genannten Probleme, beispielsweise die kardiale Odementstehung
durch den niedrigen onkotischen Druck der Krebs-Henseleit-Losung, konnten durch die
Verwendung von Blut oder erythrozytenhaltigen Losungen zur Perfusion des isolierten
Herzens potenziell verhindert werden. Die Vorbereitung dieser Losungen ist aber
weitaus zeitaufwendiger und schwieriger. Ein weiterer Nachteil ist, dass das Blut im
Gegensatz zu der modifizierten Krebs-Henseleit-Losung durch die Langendorff-Anlage
rezirkuliert. So kann es nicht nur zu Verunreinigungen der Losung kommen, sondern es
kommt auch zu einer progressiven, unvermeidbaren Hamolyse der Erythrozyten (110,
111). Daher wird in den meisten Studien, wie auch in dieser Arbeit, die modifizierte

Krebs-Henseleit-Losung fiir ex vivo-Untersuchungen bevorzugt (105).

4.1.2 Isoliertes Herz im Langendorff-Modell

Die isolierte Organperfusion nach Oscar Langendorff weist eine lange
Entwicklungsgeschichte auf, die bereits im spdten 19. Jahrhundert beginnt. Bis heute ist
das Langendorff-Modell die Methode der Wahl, um die myokardiale Physiologie und
zelluldre Signalwege zu untersuchen.

Diese etablierte Methode ist kostengiinstig und liefert &duferst reproduzierbare
Ergebnisse. Trotz der Tatsache, dass das Herz vom Korper isoliert ist, liefert die
Methode dennoch eine annéhernd physiologische Situation. In der richtigen Umgebung
schldgt das Herz auch auBerhalb des Korpers spontan weiter. Diese Umgebung lésst
sich durch eine oxygenierte Perfusionslosung schaffen, die auf eine angemessene
Temperatur von 37 °C erwédrmt wird.

In der isolierten Perfusion nach Langendorff ist das Herz frei von den Einfliissen
anderer Organe, der systemischen Zirkulation und von den Signalen des zentralen sowie
autonomen Nervensystems. Dies ldsst sich als ein Vorteil werten, da bei
Untersuchungen einer Wirkung bestimmter Substanzen periphere Einfliisse auf die
Herzaktion ausgeschlossen werden konnen und damit der direkte Einfluss auf die
verschiedenen Herzparameter zu erkennen ist. Zudem bestehen am isolierten Herzen
keine Einfliisse durch Medikamente wie Sedativa im Vergleich zum in vivo-Modell.
Sedativa verteilen sich im Gewebe und werden dort gespeichert, wodurch sie nachhaltig
auf das Herz wirken konnen. Bei der Gabe von Studiensubstanzen kann deren
Konzentration genauestens bestimmt werden und reaktive Herzaktionen konnen
beobachtet werden. Daneben eignet sich die Praparation nach Langendorff insbesondere
auch fiir Studien, die die Induktion von Ischdmie und Arrhythmien oder auch
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verschiedene Grade der Anoxie und Hypoxie notwendig machen. Diese pathologischen
Zustinde lassen sich am isolierten Herzen unkompliziert induzieren und wiirden
normalerweise eine Bedrohung fiir das Leben eines Versuchstieres in einem in vivo-
Versuch bedeuten (97).

Dennoch weist diese Methode auch Nachteile auf. Die Explantation und
Instrumentierung des Herzens erfordert ein gewisses Mall an Konnen, da das Herz
empfindlich auf Kontusionen reagiert. Es besteht die Gefahr, das Herz wihrend der
Explantation und Instrumentierung unbeabsichtigt zu prikonditionieren oder zu
schiadigen. Die Zeit von der Explantation bis zur Perfusion an der Langendorff-Anlage
sollte deshalb so kurz wie moglich sein. Bei einem Rattenherz sollte diese Zeit bis zur
Perfusion des Herzens nicht ldnger als drei Minuten betragen (112). Die Kaniilierung
der Aorta sollte besonders achtsam erfolgen. Wird die Kaniile zu tief eingefiihrt, kann
die Aortenklappe beschiadigt werden (97, 105).

Die Isolation des Herzens vom Korper macht es schwieriger, liber die Ergebnisse der
Studie, direkte Riickschliisse fiir die Klinik zu ziehen. Die isolierte Priaparation limitiert
die Lebensdauer des Herzens. Sutherland et al. beschreiben einen Riickgang der
Kontraktilitit und der chronotropen Funktionen um 5-10 % pro Stunde (102). Aus
diesem Grund wird ein isoliertes Herz in der Langendorff-Anlage trotz Versorgung mit
Néhrstoffen und Sauerstoff nicht unbeschrinkt lange weiterschlagen. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine baseline-Phase von 20 Minuten und eine
Reperfusionsphase von 60 Minuten gewéhlt. Dies ergibt eine isolierte Perfusion eines
Herzens von insgesamt 80 Minuten. Ausgehend von einem durchschnittlichen
Kontraktilitdtsverlust und Abnahme der Chronotropie von etwa 8 % pro Stunde wiirde
dies in der vorliegenden Arbeit einen Verlust von ca. 10—-11 % bedeuten. Das schligt
sich in einigen ausgewerteten hdmodynamischen Parametern nieder. Nach 60 Minuten
Reperfusion in der Paxillin-Studie waren die linksventrikuldren systolischen Driicke
und die Herzfrequenz der Herzen aller Gruppen signifikant geringer gegeniiber der
baseline. Durch dieses Ergebnis ist jedoch ein Einfluss auf den Endpunkt Infarktgrofe
als unwahrscheinlich zu betrachten.

Der genaue Einfluss auf die Himodynamik durch die isolierte Perfusion ldsst sich in
dieser Arbeit jedoch nicht abschlieBend beurteilen, da die Herzen durch die global
induzierte Ischdmie fiir 33 Minuten ausgeprigte Myokardschdden erfuhren, die
ebenfalls die Kontraktilitit und Chronotropie mindern. Durch den Verlust von vitalen

Myokardzellen sind insgesamt weniger Zellen an der Schlagkraft des Herzens beteiligt.

49



Eine globale Ischdmie kann auch zu einem Infarkt im Bereich des Sinusknotens fiihren.
Der Sinusknoten bildet das primére Schrittmacherzentrum des Herzens und steuert die
Kontraktionsfrequenz. Ein Untergang von Sinusknotenzellen fiihrt zu einer niedrigeren
Herzfrequenz. In der Dosisfindungsstudie konnte jedoch nicht das exakt gleiche
Verhalten von Herzfrequenz und linksventrikuldrem systolischen Druck beobachtet
werden. Zwar war auch in dieser Studie der linksventrikuldre systolische Druck in der
Reperfusion signifikant geringer gegeniiber der baseline, die Herzfrequenz stabilisierte
sich jedoch so weit, dass zwar deutliche Unterschiede gegeniiber der baseline
bestanden, diese jedoch nicht das angesetzte Signifikanzniveau erfiillten.

Im Langendorff-Modell gibt es zwei mogliche retrograde Perfusionsweisen, die druck-
oder die flusskonstante Perfusion. In dieser Arbeit wurde die druckkonstante Perfusion
gewihlt. Aus einem physiologischen Standpunkt betrachtet, wiirde bei flusskonstanter
Perfusion die Autoregulation der Koronarien aufler Kraft gesetzt werden. Das bedeutet,
dass die zum Herzen transportierte Perfusatmenge nicht entsprechend an kardiale
Verdnderungen angepasst werden kann. Die Koronarperfusion wird physiologisch tiber
den Tonus der glatten Muskelzellen in den Koronargefilen geregelt, der sich bei
flusskonstanter Perfusion nicht reaktiv schwankender Herzfrequenz oder Kontraktilitat
anpasst. Ebenso wenig kann eine Anpassung in einer Ischdmiephase erfolgen. Demnach
sollte der druckkonstanten Perfusion bei Studien mit Ischdmiephasen der Vorzug
gewihrt werden (102).

Der systolische Druck eines Rattenherzens in sifu schwankt zwischen 70 und 90 mmHg.
Der in dieser Arbeit gewihlte Perfusionsdruck liegt bei 80 mmHg (MAD) und somit
genau im physiologischen Bereich. Ein Perfusionsdruck von 80 mmHg in der
Langendorff-Anlage ist in unserer als auch in anderen Arbeitsgruppen etabliert und
wurde in vorangegangen Studien verwendet (93, 113—-119). In der Literatur lassen sich
teilweise Empfehlungen fiir ein niedrigeres Drucklevel fiir ex vivo-Studien finden. Ein
Druck zwischen 70 und 90 mmHg wird als zu hoch erachtet. Ein Druck zwischen 60
und 70 mmHg wird dagegen vorgeschlagen. Dieser Vorschlag riihrt daher, dass die
genutzte  Krebs-Henseleit-Losung im  Langendorff-Modell einen  geringeren
Flusswiderstand als Blut aufweist und die Gefahr der interstitiellen Odembildung des
isoliert perfundierten Organs besteht. Dariiber hinaus koénnen Drucklevel iiber
70 mmHg dazu flihren, dass die Aortenklappe beschiddigt wird und das Perfusat nicht
durch das gesamte Koronarbett zirkuliert (Ubersicht in 97). Es ist daher moglich, dass

der gewihlte Perfusionsdruck von 80 mmHg in dieser Arbeit zu Schaden der
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Aortenklappen gefiihrt haben konnte und das Herz durch die Perfusion groBeren
Schaden genommen hat, als es der Fall gewesen wire mit einem niedrigeren
Perfusionsdruck. Die Voraussetzungen und das damit verbundene Risiko fiir potenziell
entstandene Klappenschdden war in diesem Fall jedoch fiir alle Herzen der
durchgefiihrten Versuche gleich, sodass dies keine Bedeutung fiir die Beantwortung der

Fragestellungen dieser Arbeit hat.

4.2 Diskussion — Ergebnisse

4.2.1 Kardioprotektiver Effekt von ischamischer Pra- und
Postkonditionierung

In der Literatur werden erfolgreiche in vitro/ex vivo-IPC- und iPostC-Protokolle
beschrieben. Daher wurde vor Beginn der zwei Hauptversuchsreihen dieser Arbeit, der
,Milrinon-Dosisfindungsstudie und der ,Paxillin-Studie®, eine Vorversuchsreihe
durchgefiihrt. Es wurden ein bestimmtes IPC- sowie iPostC-Protokoll dieser klassischen
Konditionierungsvarianten auf ihre kardioprotektiven Eigenschaften untersucht. Die
Reduzierung der Infarktgroe wurde als primdrer Endpunkt festgelegt. Die Ergebnisse
dieser Reihe konnten zeigen, dass IPC sowie iPostC im Vergleich zur Kontrolle die
InfarktgroBe signifikant verringern. IPC verringerte die InfarktgroBe zwar starker als
iPostC, jedoch war dieser Unterschied in der Reduktion der InfarktgroBe nicht
signifikant. Dieses Ergebnis fiihrt zu der Annahme, dass beide Varianten gleichwertig
protektiv sind und der Konditionierungsstimulus durch IPC der iPostC nicht iiberlegen
ist.

Die Ergebnisse des hier verwendeten iPostC-Protokolls (sechs Zyklen Ischdmie und
Reperfusion a 10 Sekunden nach 33-miniitiger Globalischdmie und vor 60-miniitiger
Reperfusionsphase) sind konform mit anderen Studien. Tsang et al. fiihrten ebenfalls
eine iPostC in einem in vitro-Rattenmodell durch und konnten einen kardioprotektiven
Effekt nachweisen (48). In der Studie folgten einer 35-miniitigen regionalen
Indexischdmie ebenfalls sechs Zyklen a 10 Sekunden Reperfusion und Ischimie mit
einer anschlieBenden 120-miniitigen Reperfusionsphase. Das in dieser Arbeit
durchgefiihrte TPC-Protokoll fiihrte, wie auch das IPC-Protokoll aus der Studie von
Tsang et al., zwar zu einer vergleichsweise stirkeren InfarktgroBenreduzierung als die
1PostC-Protokolle. Der Unterschied ist in beiden Arbeiten jedoch nicht signifikant. Eine

Studie von Halkos et al. (in vivo-Hundemodell, Ligatur des Ramus interventricualris
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anterior fiir 60 min, 3 h Reperfusion) kam zu einem sehr dhnlichen Schluss. Auch sie
konnten zeigen, dass IPC und iPostC die InfarktgroBe in einem dhnlichen Ausmal}
verringern (120). In der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht, ob die
Kombination aus IPC und iPostC den kardioprotektiven Effekt noch verstirkt. Tsang et
al. sowie auch Halkos et al. konnten in ihren Arbeiten jedoch keinen additiven Effekt
der beiden Interventionen zeigen (48, 120). Die Arbeitsgruppe um Yang et al. (in vivo-
Kaninchenmodell, 45 min Okklusion, 3 h Reperfusion) hingegen stellte einen additiven
Effekt von IPC und iPostC fest (121).

Eine weitere Studie am isolierten Rattenherzen im Langendorff-Modell von der
Arbeitsgruppe Zhu et al. konnte auch =zeigen, dass iPostC zu einer
InfarktgroBenreduzierung fiihrt (122). Auch sie nutzten ein iPostC-Protokoll von sechs
Zyklen a 10 Sekunden von Ischdmie und Reperfusion nach einer 40-miniitigen

Indexischdmie und vor einer 90-miniitigen Reperfusionsphase.

4.2.2 Dosisabhangiger kardioprotektiver Effekt von Milrinon

In der Milrinon-Dosisfindungsstudie wurden verschiedene Konzentrationen Milrinon
auf ihre kardioprotektive Eigenschaft am isolierten Rattenherzen untersucht. Als
kardioprotektiv wurde in dieser Arbeit die Reduktion der InfarktgroBe nach einer
Ischdmie-Reperfusionsphase gewertet. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
Milrinon mit Einsetzen der Reperfusion das Herz effektiv vor einem IR-Schaden
schiitzt. Dieser kardioprotektive Effekt ist vergleichbar mit dem Effekt, den die iPostC
auf das Herz hat (siehe auch Abschnitt Ergebnisse 3.1 ,,InfarktgréBen der Vorversuche
zu ischdmischer Prd- und Postkonditionierung™ und 3.2 ,,Ergebnisse der Milrinon-
Dosisfindungsstudie®).

Ab einer Konzentration von 3 uM Milrinon wurde die myokardiale Infarktgrofe
signifikant reduziert. Hohere Konzentrationen Milrinon (10, 30 und 100 uM)
verringerten die Infarktgrofe ebenfalls signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Die
Reduktion der InfarktgroBe in diesen Gruppen war jedoch nicht grofer als in der
Gruppe, die 3 uM Milrinon erhielt. Die InfarktgroBenreduzierung war dosisabhingig.
Eine Konzentration von 0,3 und 1 uM Milrinon reduzierte die InfarktgroBe nicht.
Studien, die diese Dosisabhidngigkeit der Milrinon-induzierten PostC am isolierten
Rattenherzen aufzeigen, fehlten bisher.

Milrinon wird bei Formen der akuten Herzinsuffizienz eingesetzt, jedoch nur zur
Kurzzeitbehandlung (bis zu 48 h). Die Langzeitbehandlung einer chronischen
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Herzinsuffizienz mit Milrinon kann zu verschiedenen unerwiinschten Wirkungen
fiihren. Unter anderem erhoht es die Mortalitit, 16st kardiale Arrhythmien sowie
Hypotonien aus und kann zu einer Thrombozytopenie fiithren (71, 123). Der Einsatz von
Milrinon bei akuter Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt wird aufgrund des
Nebenwirkungsprofil (kardiale Arrhythmien) aktuell nicht empfohlen (123). Milrinon
wirkt positiv inotrop und vasodilatatorisch (71, 124), aber auch positiv chronotrop (71).
In dieser Arbeit wurde die kleinste noch protektive Dosis Milrinon ermittelt. In
Anbetracht der Nebenwirkungen, die bei einer Milrinontherapie in Langzeitbehandlung
auftreten, ist die Kenntnis dieser Dosis niitzlich, um potenziell negativen Effekten
vorzubeugen und die Toxizitdt fiir das Myokard so gering wie moglich zu halten.

In der Literatur wird eine Vielzahl von Substanzen beschrieben, die zur
pharmakologischen PostC des Herzens verwendet werden und kardioprotektiv wirken
(siche Abschnitt 1.3 , Pharmakologische Postkonditionierung®). Auch der Einsatz von
Milrinon und anderen Phosphodiesterase-I1I-Inhibitoren ist beschrieben. Hein et al.
waren die ersten, die eine InfarktgroBenreduzierung mithilfe von einer perischdmischen
Gabe von Milrinon in einem in vivo-Schweinemodell (90-miniitige Ligatur der rechten
Koronararterie, 120 min Reperfusion) nachwiesen (125). Durch den Verschluss der
rechten Koronararterie in den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Hein et al. wurde der
rechte Ventrikel zur A4AR. Grundsitzlich besitzt der rechte Ventrikel deutlich weniger
Muskelmasse als der linke Ventrikel und die meisten ischdmischen Ereignisse ereignen
sich im Stromgebiet der linken Koronararterie. Dadurch haben ischdmische Ereignisse
des linken Ventrikels nicht nur einen groBeren Einfluss auf die Himodynamik (durch
Infarzierung von Muskelmasse), sie sind auch das vergleichsweise hdufigere Ereignis.
Aus dem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit trotz global induzierter Ischdmie nur
der linke Ventrikel als 44R deklariert und betrachtet. Huang et al. verdffentlichten 2011
eine Studie, wo der Effekt von Milrinon und Esmolol (Bi-Blocker) sowie die
kombinierte Gabe beider Pharmaka in einem in vivo-Rattenmodell (30 min Ischdmie,
4 h Reperfusion) untersucht wurde. Die Gabe der jeweiligen Substanz erfolgte iiber
zehn Minuten in den letzten fiinf Minuten der Ischdmie, iibergehend in die ersten fiinf
Minuten der Reperfusion. Demnach wurde in der Arbeit von Huang et al. eine Art
Mischform aus per-/und postischimischen pharmakologischen Konditionierungen
untersucht. Esmolol und Milrinon reduzierten beide die linksventrikuldre Infarktgrofe.
Esmolol reduzierte die Infarktgrofle um 13 % im Vergleich zur Kontrolle und Milrinon

sogar um 45 %. Die kombinierte Gabe von Esmolol und Milrinon reduzierte die
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Infarktgrée um 65 % und war somit additiv (77). In der vorliegenden Arbeit reduzierte
Milrinon-induzierte PostC die InfarktgroBe um rund 40 %. Dies entspricht den
Ergebnissen von Huang et al.

Fukasawa et al. konnten in ihrer Studie am isolierten Kaninchenherzen zeigen, dass eine
praischamische Gabe von Cilostazol (Phosphodiesterase-1I1I-Inhibitor) iiber zehn
Minuten eine InfarktgroBenreduzierung durch die direkte Aktivierung von mBKca-
Kanilen erreicht (83). In derselben Studie wurde auch Milrinon (10 uM) untersucht, das
im Gegensatz zu Cilostazol (10 puM) keine InfarktgroBenreduzierung erreichte. Sie
begriindeten dies mit den Erkenntnissen der Studie von Shakur et al. (126), dass
Milrinon in Kaninchen-Myozyten nicht nur die Phosphodiesterase-III, sondern auch die
Phosphodiesterase-IV inhibiert. Dadurch wiirde der intrazellulire cAMP- und
Calciumgehalt starker ansteigen als durch Cilostazol. Folglich ist ein optimaler cAMP-
und Calciumgehalt wichtig, um Kardioprotektion zu vermitteln (83). Dieser
Zusammenhang wurde in der Einleitung dieser Arbeit auch dargestellt (siche Abschnitt
1.5 ,,Mitochondriale calciumsensitive Kaliumkanéle groBer Leitfdhigkeit®). Fukasawa
et al. fliihrten im Vergleich zu der vorliegenden Arbeit eine pharmakologische
Priakonditionierung mit Cilostazol und Milrinon an isolierten Kaninchenherzen im
Langendorff-Modell durch und entschieden sich in ihrem Modell fiir eine flusskonstante
Perfusion. Somit wurden die Versuche Fukasawas et al. nicht nur an einer anderen
Spezies durchgefiihrt, was eine Erkldrung fiir ihr Ergebnis sein konnte, sondern sie
wihlten auch eine Perfusion, die die physiologische Autoregulation der Koronarien
auller Kraft setzte. Die Wahl der Konzentration von 10 pM und die Infusion iiber zehn
Minuten sind keine Erkldrung fiir das negative Ergebnis, da in der vorliegenden Arbeit
mit der gleichen Konzentration und Infusionszeit ein deutlicher kardioprotektiver Effekt
gezeigt werden konnte.

Lobato et al. fiihrten eine klinische Studie an Patienten durch, die eine kardiale
Revaskularisierungstherapie mit einem Arteria thoracica interna-Graft erhielten. Die
Patienten bekamen entweder Milrinon {iber zehn Minuten (50 ug/kg bzw. 5 pg/kg/min)
oder eine Epinephrin-Infusion (0,03 pg/kg/min) kurz nach der Trennung von der Herz-
Lungen-Maschine. Die Milrinon-Gruppe zeigte eine bessere kardiale Kontraktilitét
sowie einen besseren Blutfluss durch den Arteria thoracica interna-Graft trotz des
geringeren arteriellen Drucks im Vergleich zur Epinephrin-Gruppe. Das bedeutet, dass
Milrinon den Widerstand im Graft senkte trotz eines niedrigen Systemdrucks, was zu

einer verbesserten Organperfusion fiithrte (127). Die Studie von Lobato et al. wies keine
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Kontrollgruppe auf, sodass unklar bleibt, wie die himodynamischen Verhiltnisse in
einer Gruppe ohne die Gabe von Milrinon oder Epinephrin gewesen waren.

Die Arbeitsgruppe um Hamada et al. fiihrte eine dhnliche Studie wie Lobato et al.
durch. Auch sie konnten zeigen, dass eine einmalige Milrinon-Bolusinjektion
(50 pg/kg) nach der Trennung des Patienten von der Herz-Lungen-Maschine zu einem
verbesserten kardialen Index fiihrt (128).

In den Studien von Lobato et al. und Hamada et al. erfolgte die Milrinon-Gabe zu einem
Zeitpunkt, der der Phase der kardialen Reperfusion entspricht und somit als
pharmakologische PostC gewertet werden kann. Dies unterstiitzt die positiven

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.

In der Auswertung der Hdmodynamik der Dosisfindungsstudie sind die Parameter
Herzfrequenz  [min™'], linksventrikuldrer  enddiastolischer ~Druck [mmHg],
linksventrikulirer endsystolischer Druck [mmHg], RPP und Koronarfluss [ml x min™]
betrachtet worden. Sie wurden zu einem bestimmten Zeitpunkt in der baseline (16.
Minute) sowie zu drei definierten Zeitpunkten in der Reperfusion (nach 30, 45 und 60
Minuten) bestimmt und analysiert.

In der baseline zeigten diese Parameter weder einen signifikanten Unterschied im
Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen noch gegeniiber der Kontrolle (Con).
Signifikante Unterschiede zeigten sich erst in der Reperfusionsphase. Nach 30 Minuten
Reperfusion war die Herzfrequenz in den Gruppen Con, Mil 1, Mil 3, Mil 30 und Mil
100 signifikant geringer gegeniiber der baseline. Nach 45 Minuten Reperfusion zeigten
sich signifikante Unterschiede in der Herzfrequenz weiterhin in den Gruppen Mil 1 und
Mil 30. Zum Ende eines Experiments (nach 60 Minuten Reperfusion) gab es keine
signifikanten Unterschiede beziiglich der Herzfrequenz mehr in den Gruppen. Es ist
festzustellen, dass die Kontrollgruppe sowie einige Milrinon-Gruppen in der
Reperfusion signifikant schwéchere Herzfrequenzen zeigten als in der baseline. In den
restlichen Gruppen war die Herzfrequenz in der Reperfusion zwar niedriger im
Vergleich zur baseline, jedoch erfiillte dieser Unterschied nicht das angesetzte
Signifikanzniveau (p < 0,05). Der linksventrikuldre enddiastolische Druck war nach der
Ischimie zu jedem Messzeitpunkt in allen Gruppen — inklusive der Kontrolle —
signifikant hoher im Vergleich zur baseline. Dies ist auf das entstandene Infarktareal im

Ventrikel zuriickzufiihren. Auch in den Gruppen mit signifikant geringeren
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Infarktarealen (Mil 3, Mil 10, Mil 30 und Mil 100) war der linksventrikuldre
enddiastolische Druck signifikant hoher gegeniiber der baseline.

Der linksventrikuldre endsystolische Druck war nach der Ischidmie zu allen drei
Messzeitpunkten in allen Gruppen signifikant niedriger im Vergleich zur baseline.

Es wire anzunehmen gewesen, dass der linksventrikuldre enddiastolische Druck in den
Gruppen mit deutlich niedrigeren Infarktarealen nicht ganz so hohe Werte annehmen
wiirde aufgrund der gréf8eren Anzahl an intakten Kardiomyozyten. Das Gleiche gilt fiir
die Entwicklung des linksventrikuldren endsystolischen Drucks. Auch hier zeigte sich
wider Erwarten in den Gruppen mit signifikant geringeren Infarktarealen ein signifikant
hoherer Druck gegentiber der baseline in dhnlicher GroBBenordnung wie in den Gruppen
mit groBem Infarktareal. Somit ist bei Betrachtung der postischdmischen Himodynamik
der Herzen kein Riickschluss auf das entstandene Infarktareal moglich.

In dieser Arbeit wurde auch das RPP (Rate Pressure Product) betrachtet. Beim RPP
(=HF x systolischer Druck [mmHg]) handelt es sich um einen Wert, der die
myokardiale Arbeitslast beschreibt. Durch das RPP kann eine Aussage dariiber
getroffen werden, wieviel Stress das Myokard ausgesetzt ist, bemessen an den Schligen
pro Minute (HF) und dem arteriellen Druck, gegen den es anpumpen muss. Uber das
RPP ldsst sich weiter auch auf den zu erwartenden Sauerstoffverbrauch des Herzens
riickschlieen (129). Nach der Ischimie nahm das RPP in allen Gruppen zu allen
Messzeitpunkten signifikant ab. Als Produkt aus Herzfrequenz und systolischem Druck,
die auch jeweils nach der Ischdmie abnahmen, handelt es sich um ein zu erwartendes
Ergebnis. Dementsprechend hatten die Herzen auch eine geringere Arbeitslast und einen
niedrigeren Sauerstoffverbrauch, jedoch durch Infarzierung auch weniger vitale Zellen,
die sich am Pumpvorgang beteiligten. Der Koronarfluss war nach der Ischimiephase in
allen Gruppen — inklusive der Kontrolle — zu jedem Messzeitpunkt signifikant geringer
im Vergleich zur baseline. Der Infarkt fiihrt zu einer reduzierten Herzleistung, weshalb
auch insgesamt weniger Perfusat iiber die Koronarien durch das Herz gepumpt wurde.
Obwohl die Infarktareale in den Gruppen Mil 1, Mil 3, Mil 30 und Mil 100 signifikant
geringer waren als in der Kontrollgruppe, wurde der Koronarfluss dadurch nicht
verbessert.

PostC mit Milrinon fiihrte dementsprechend nicht zu einer Verbesserung der
Héamodynamik oder des Koronarflusses in der Reperfusion. Dies entspricht den
Ergebnissen vorangegangener Studien der Arbeitsgruppe selbst (114) und auch denen

anderer Arbeitsgruppen, die verschiedene Prikonditionierungsstrategien mithilfe von
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Sildenafil (Phosphodiesterase-V-Inhibitor) untersuchten (130). Es wire denkbar
gewesen, dass die Milrinon-Gabe in der Reperfusion iiber die vasodilatatorischen
Eigenschaften von Milrinon zu einer Verbesserung des koronaren Blutflusses filihrt. Als
eine mogliche Erkldrung, dass es nicht zu dieser antizipierten Verbesserung kam, kann
myokardiales stunning in Betracht gezogen werden. Myokardiales stunning beschreibt
einen dysfunktionalen Zustand vitalen Myokards in einer Reperfusionsphase nach
langerer Ischdmie (siehe auch Abschnitt 1.1.2 ,Pathophysiologie des Ischimie-
Reperfusionsschadens®) (10). Weil der Koronarfluss nicht verbessert wurde, ldsst sich
auch die kardioprotektive Wirkung Milrinons nicht auf den vasodilatatorischen Effekt
zuriickfiihren, durch den die Durchblutung des Myokards iiber die Koronararterien
verbessert worden wiaren. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die Milrinon-
induzierte PostC iiber einen anderen Signalweg vermittelt werden muss. Aus der
Beobachtung, dass die Milrinon-Applikation weder zu einer Verbesserung noch zu
einer Verschlechterung der Himodynamik und des Koronarflusses im Vergleich zur
Kontrolle gefiihrt hat, ldsst sich auch die Annahme postulieren, dass bei der
Verwendung Milrinons zur Postkonditionierung nicht mit akuten kardialen
Nebenwirkungen gerechnet werden muss.

Weitere erhobene Parameter der Dosisfindungsstudie waren das Korpergewicht der
Versuchstiere, Herztrocken- und -nassgewicht sowie die Zeitpunkte und Hohe der
Kontraktur von den Myokardzellen in der Ischdmie. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede  zwischen den  Gruppen  festgestellt. Die  diesbeziiglichen
Ausgangsvoraussetzungen waren demnach fiir alle Experimente gleich. Die Hohe der
Kontraktur von den Myokardzellen stellt einen Indikator des Myokardschadens dar. Da
keine Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden, ist festzuhalten, dass alle Herzen
mit einer vergleichbaren Myokardschddigung in die Reperfusion eintraten und somit die

Interventionsherzen keine bessere Grundvoraussetzung hatten als die Kontrollen.

4.2.3 Blockierung des Milrinon-induzierten kardioprotektiven
Effekts in der Paxillin-Studie

Das Ziel der Paxillin-Studie bestand darin, den Zusammenhang zwischen Milrinon-
induzierter PostC und den mBKc.-Kanélen aufzudecken. Fiir die Versuche dieser Reihe
wurde die in der Dosisfindungsstudie ermittelte Milrinondosis von 3 uM (Mil)
verwendet. Erneut reduzierte diese Dosis die InfarktgroBe signifikant in vergleichbarer

GroBenordnung wie in der Dosisfindungsstudie. Die kombinierte Applikation von
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Paxillin (Pax) und Milrinon (Mil) zeigte keinen protektiven Effekt am Myokard. Die
alleinige Gabe von Paxillin (Pax) hatte keinen Einfluss auf die InfarktgroB3e, sie lag auf
Kontrollniveau.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass Milrinon-induzierte PostC iiber
mBKc,-Kanidle vermittelt wird. Der Block mithilfe von Paxillin verhinderte die
Milrinon-induzierte Protektion génzlich. Dies spiegelt sich in der ausgeprigten
InfarktgroBe in dieser Gruppe (Pax + Mil) wider. Die genutzte Dosierung von 1 pM ist
eine Standarddosis und wurde bereits von unserer Arbeitsgruppe als auch von anderen
haufig verwendet (93, 114, 131). Der Zusammenhang zwischen Milrinon-induzierter
PostC und mBKc,-Kanélen wurde hier erstmalig untersucht.

Milrinon fiihrt iber Erhdhung der intrazelluliren cAMP-Spiegel zu einer Aktivierung
der cAMP-abhingigen PKA (71). Die PKA wiederum moduliert das Offnen der
mBKc,-Kanéle. Sato et al. konnten zeigen, dass die PKA alleine zwar nicht ausreicht,
die mBKc,-Kanéle zu 6ffnen, aber dass die Kanéle durch die PKA vorbereitet werden,
sich stérker zu 6ffnen (81). In mehreren Studien konnte auch gezeigt werden, dass eine
aktivierte PKA zu einer InfarktgroBenreduzierung fiihrt (74, 77, 83). Es besteht damit
die Moglichkeit, dass die iiber Milrinon ausgeldste Signalkaskade von einer cAMP-
Erhohung in eine Aktivierung der PKA {iibergeht und dies in gedffneten mBKca-
Kanilen resultiert. Fiir diese Kaskade ist es aber notwendig, dass die mBKc.-Kanéle
geoffnet werden konnen bzw. nicht blockiert sind, da blockierte Kanéle eine
Kardioprotektion verhindern. Somit ist es denkbar, dass Milrinon iiber den direkten
Weg die mBKca.-Kanile aktiviert, aber dass diese Kanile iiber den cAMP-PKA-
Signalweg noch stirker gedffnet werden und der protektive Effekt verstirkt wird. Der
PKA-mBKc.-Signalweg wurde schon von unserer Arbeitsgruppe untersucht. Heinen et
al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass tiber die direkte Ansteuerung dieses Signalweges
mittels NS1619 (selektiver mBKc,-Kanal-Offner) nicht nur in jungen Herzen eine
Kardioprotektion vermittelt werden kann, sondern auch in alten (84). Mit Milrinon
existiert eine Substanz, die nicht nur diesen Signalweg ansteuert, sondern sogar bereits
als Medikament in der Kardiochirurgie eingesetzt wird (71).

Fukasawa et al. untersuchten in ihrer Studie ebenfalls den Zusammenhang zwischen
Phosphodiesterase-11I-Inhibitoren (Cilostazol und Milrinon) und mBKc,-Kanidlen. Sie
zeigten, dass durch eine priischdmische Gabe von Cilostazol (10 uM) iiber zehn
Minuten eine InfarktgroBenreduzierung durch die direkte Aktivierung von mBKca-

Kandlen erreicht wird. Dieser Effekt lie3 sich im selben Protokoll mit Milrinon (10 uM)
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nicht wiederholen. Dennoch wird in der Studie der Zusammenhang zwischen
Phosphodiesterase-11I-Inhibitoren und mBKc,-Kanédlen deutlich.

Die mBKca.-Kandle gehoren zu der groBBen Gruppe der spannungsgesteuerten
calciumsensitiven Kaliumkanéle. Sie bestehen aus einem Tetramer von a-
Untereinheiten, die die leitfadhige Pore bilden und vom Slol-Gen (Kcnmal) kodiert
werden. Gewebsspezifische Hilfsuntereinheiten (B1-4) modulieren pharmakologische
und funktionelle Eigenschaften, wie die Kinetik, Ca**-Sensitivitit oder Toxinblockade
(132).

In dieser Studie wurde Paxillin als Inhibitor der mBKca-Kanéle verwendet. Paxillin ist
ein toxisches, tremorgenes Indolalkaloid des Pilzes Penicillium paxilli (133). Es
blockiert effektiv mBKca.-Kandle (93, 131, 134). Allerdings ist Paxillin auch ein
potenter Inhibitor anderer calciumsensitiver Kaliumkanile und blockiert somit nicht
exklusiv mBKca-Kanile (131, 134, 135).

Daher ist bei der Interpretation der Ergebnisse darauf zu achten, dass potenziell auch
andere calciumsensitive Kandle in den Kardiomyozyten blockiert worden sein kdnnten.
Diese Annahme wird unterstiitzt durch eine Studie von Wojtovich et al. In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass Isofluran-induzierte Pridkonditionierung das Herz vor
einem IR-Schaden schiitzt, dieser Effekt jedoch von Paxillin (1 puM) im Wildtyp-
Mausmodell als auch im Kenmal-knockout-Mausmodell, aufgehoben wurde (136, 137).
Diese Beobachtung deutet daraufhin, dass Paxillin fiir einen kardioprotektiven Effekt
wichtige Strukturen blockiert, die nicht im Kcnmal-Gen kodiert werden. Die a-
Untereinheiten von mBKca.-Kandlen und calciumsensitiven Kaliumkandlen der
Zellmembran sind allerdings Produkte des Kcnmal-Gens und damit nicht fiir die
Beobachtung von Wojtovich et al. im Kenmal-knockout-Mausmodell verantwortlich
(138).

Es stehen noch andere mBKca-Inhibitoren fiir in vivo- als auch in vitro-Studien zur
Verfiigung. Diese wurden in dieser Arbeit nicht auf ihre Wirkung untersucht. Zu nennen
sind die Skorpion-Toxine Iberiotoxin und Charybdotoxin. Einige calciumsensitive
Kaliumkanédle mit bestimmten B-Untereinheiten, insbesondere der neuronalen [4-
(kenmb4)-Untereinheit, zeigen eine gewisse Resistenz gegeniiber einem Block mithilfe
dieser Toxine (139). Paxillin hingegen blockt auch diese Untereinheit (140). Dariiber
hinaus scheint Paxillin mit hoher Affinitdt an calciumsensitive Kaliumkanéle zu binden
(134). Daher wird in Studien, die calciumsensitive Kaliumkanédle untersuchen, héaufig

Paxillin verwendet.
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Calciumsensitive Kanile sind zu einer Vielzahl in vaskulérer, glatter Muskulatur zu
finden, haben aber auch funktionelle Rollen in Neuronen, Skelettmuskulatur, Nieren
und sekretorischen Zellen (Ubersicht in 121, 131, 132). Somit kénnen diese Kanile den
Blutdruck (142), die cerebrovaskuldre Durchblutung (143) als auch den koronaren
Blutfluss (144) beeinflussen. Werden die Kanédle in Zellen vaskuldrer, glatter
Muskulatur durch steigende, intrazellulire Ca®*-Level aktiviert, resultiert dies in einer
Relaxation durch verminderten Ca?"-Einstrom (145). In den genannten Geweben
befinden sich die Kanile bevorzugt in der Zellmembran. Studien haben gezeigt, dass
diese Kandle in den Kardiomyozyten hingegen in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert sind (80, 146, 147). Dies unterstiitzt die Ergebnisse dieser Paxillin-Studie,
dass Milrinon-induzierte PostC iiber mBKc,-Kandle vermittelt wird. Borchert et al.
fithrten 2013 eine Studie an isolierten Ventrikel-Myokardzellen durch und konnten
zeigen, dass eine pharmakologische Offnung der mBKc,-Kanile die Zellen in einer
simulierten Reperfusion effektiv vor einem IR-Schaden schiitzt. Dieser cytoprotektive
Effekt wurde durch Paxillin aufgehoben (148). Diese Studie wurde an isolierten
Ventrikelzellen durchgefiihrt, sodass ein zusitzlicher Einfluss von unter anderem
vaskuldren calciumsensitiven Kaliumkandlen auf den kardioprotektiven Effekt
ausgeschlossen werden kann. Diese Aussage gilt aber nur unter der Annahme, dass sich
calciumsensitiven Kaliumkandle in Kardiomyozyten ausschlieBlich in der inneren
Mitochondrienmembran befinden. In einer neueren Studie von Lai et al. wurden jedoch
in Myokardzellen des Sinusknotens calciumsensitive Kaliumkanéle in der Zellmembran
gefunden, sodass eine Expression von calciumsensitiven Kaliumkanédlen auflerhalb des
myokardialen Mitochondriums nicht gidnzlich auszuschlieBen ist (149). Auch die Arbeit
von Wojtovich et al. aus dem Jahr 2013 unterstiitzt diese Annahme. In ihrem Modell
konnten sie zeigen, dass eine Deletion von mBKci.-Kanédlen in isolierten
Kardiomyozyten den kardioprotektiven Effekt von NS7619 nicht aufhebt. Zuvor zeigten
sie, dass NS1619 seinen kardioprotektiven Effekt im isolierten Herzen iiber selektives
Offnen von mBKc,-Kanilen vermittelt. Sie stellten jedoch auch fest, dass am intakten
Herzen eine Kardioprotektion mithilfe von NS76/9 nur bei intakten mBKc,-Kanilen
moglich ist und dies die intrinsische kardial-neuronale Funktion erhilt. Die Autoren
schlossen aus den Ergebnissen, dass die Kardioprotektion im intakten Herzen
mechanistisch abhingig von mBKca.-Kandlen vermittelt werden muss, dieser
Mechanismus aber nicht autonom auf die Kardiomyozyten beschriankt ist. Sie zogen

dafiir mBKca.-Kanéle in kardialen Neuronen in Betracht (137).
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Die Auswertung der Hamodynamik der Paxillin-Studie beinhaltete die gleichen
Parameter wie die der Dosisfindungsstudie. Betrachtet wurden abermals die
Herzfrequenz, linksventrikuldrer  enddiastolischer =~ Druck, linksventrikuldrer
endsystolischer Druck, RPP und der Koronarfluss. Sie wurden zu einem bestimmten
Zeitpunkt in der baseline (16. Minute) sowie zu drei definierten Zeitpunkten in der
Reperfusion (nach 30, 45 und 60 Minuten) bestimmt und analysiert. In der baseline
zeigte sich weder zwischen den Interventionsgruppen noch gegeniiber der Kontrolle ein
signifikanter Unterschied beziiglich dieser Parameter. In der Reperfusion hingegen gab
es zu fast jedem Messzeitpunkt in allen Gruppen signifikante Unterschiede gegeniiber
der baseline beziiglich der genannten Parameter. Die Herzfrequenz war in allen
Gruppen signifikant geringer gegeniiber der baseline. Die einzige Ausnahme bildete die
Paxillin-Gruppe (Pax), wo die Herzfrequenz nach 30 und 45 Minuten nicht signifikant
geringer gegeniiber der baseline war. Nach 60 Minuten war jedoch auch in dieser
Gruppe eine signifikant geringere Herzfrequenz zu verzeichnen, sodass zum
Versuchsende keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen der Paxillin-Studie
beziiglich der Herzfrequenz zu verzeichnen waren. Der linksventrikuldre
enddiastolische Druck aller Gruppen der Paxillin-Studie war in der Reperfusionsphase
zu allen drei Messzeitpunkten signifikant erhoht. Der linksventrikuldre endsystolische
Druck in allen vier Gruppen war in der Reperfusion zu allen Messzeitpunkten
signifikant erniedrigt gegeniiber der baseline. Entsprechend war das RPP in allen vier
Gruppen zu allen Messzeitpunkten in der Reperfusion signifikant erniedrigt gegeniiber
der baseline. Auch der Koronarfluss war in der Reperfusion zu allen drei
Messzeitpunkten und in allen vier Gruppen signifikant erniedrigt gegeniiber der
baseline.

Diese himodynamischen Parameter (Herzfrequenz, linksventrikuldrer enddiastolischer
Druck, linksventrikuldrer endsystolischer Druck, RPP und Koronarfluss) sind
vergleichbar mit denen der Dosisfindungsstudie. Im Umkehrschluss ldsst sich so auf
einen einheitlichen Versuchsablauf in den beiden Studien riickschlieBen. Es bestétigt
aber auch die Annahme, dass liber die Hdmodynamik kein Riickschluss auf das
Infarktareal zu treffen ist, da sich im Verhalten der Himodynamik aller Gruppen beider
Studien keine entscheidenden Unterschiede zeigten. Ferner zeigen die Ergebnisse, dass
Ischdmie und Reperfusion zu reproduzierbaren Effekten am Myokard fiihren, wenn die
zugehorigen hamodynamischen Parameter von der Dosisfindungs- und der Paxillin-

Studie betrachtet werden. Ein Einfluss auf die kardiale Leistung durch die Applikation
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von Milrinon und Paxillin ist nicht festzustellen. Es war weder eine Verbesserung noch
eine Verschlechterung der Hadmodynamik und des Koronarflusses in den
Interventionsgruppen im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Diese Beobachtung
entspricht den Ergebnissen der Dosisfindungsstudie (sieche auch Abschnitt 4.2.2
,Dosisabhdngiger kardioprotektiver Effekt von Milrinon®).

In der Paxillin-Studie wurden ebenfalls das Korpergewicht der Versuchstiere,
Herztrocken- und -nassgewicht sowie der Zeitpunkt und die Hohe der Kontraktur von
den Myokardzellen in der Ischdmie betrachtet. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede  zwischen den  Gruppen  festgestellt. Die  diesbeziiglichen
Ausgangsvoraussetzungen waren demnach fiir alle Experimente gleich und entsprachen
denen der Dosisfindungsstudie. Auch in der Dosisfindungsstudie gab es keine
Unterschiede zwischen den einzelnen experimentellen Gruppen beziiglich des
Korpergewichts der Versuchstiere, des Herztrocken- und -nassgewichts sowie der
Zeitpunkte und Hohe der Kontraktur von den Myokardzellen in der Ischimie. Diese
Parameter waren auch im Vergleich zwischen den experimentellen Gruppen der
Dosisfindungs- und Paxillin-Studie @hnlicher GroéBenordnung. Auch dies zeigt die
vorhandene Homogenitdt zwischen den Gruppen der beiden Studien im Hinblick auf
diese Parameter und verdeutlicht, dass alle Herzen die gleichen Grundvoraussetzungen

hatten.

5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Milrinon-induzierte PostC das
isolierte Herz dosisabhéngig vor einem IR-Schaden schiitzt.

Des Weiteren deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Milrinon-induzierte PostC
mechanistisch iiber die mBKca.-Kandle vermittelt wird. Die Gabe des mBKc.-
Kanalinhibitors Paxillin blockierte in einer zweiten Versuchsreihe die kardioprotektive
Wirkung von Milrinon ginzlich. Die Offnung der mBKc,-Kanile wird durch die PKA
moduliert (69). Milrinon fiihrt cAMP-abhingig zu einer Hochregulation der PKA (71,
72). Somit teilen sich Milrinon und die mBKca-Kanéle einen Signalweg. Es ist moglich,
dass Milrinon iiber eine Hochregulation der PKA einen kardioprotektiven Effekt

vermittelt (150). In Abb. 10 ist der postulierte Signalweg dargestellt (150).
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Abb. 10: Signalkaskade der Milrinon-induzierten Kardioprotektion

Schematische Darstellung des postulierten  Signalweges der  Milrinon-induzierten
Kardioprotektion.

Milrinon blockiert die Phosphodiesterase-Ill (PDE-III). Dies fuhrt Uber eine Erhdhung des cAMP
(zyklisches Adenosinmonophosphat) zu einer Hochregulation der cAMP-abhangigen
Proteinkinase A (PKA). Die PKA moduliert das Offnen der mBKca-Kanale. Uber geéffnete
mBKca-Kanale wird eine Kardioprotektion durch Milrinon-induzierte PostC mdglich. Die
Inhibition der mBKca-Kandle mithilfe von Paxillin (mBKca-Kanalinhibitor) blockiert die
Kardioprotektion. Modifiziert nach (150).

mBKca-Kanal = mitochondrialer ~ calciumsensitiver ~ Kaliumkanal  groRer  Leitfahigkeit;
PostC = Postkonditionierung.

Die mBKca-Kanéle konnten als wichtige Struktur in der Signalkaskade der Milrinon-
induzierten PostC identifiziert werden. Durch die Identifikation dieser Kanéle ist es
moglich, diese pharmakologisch direkt anzusteuern. Zukiinftige pharmakologische
PostC-Protokolle konnten dieses Wissen fiir weitere Untersuchungen zur
Entschliisselung der vollstindigen Signalkaskade der Kardioprotektion nutzen sowie flir
die Untersuchung weiterer potenziell kardioprotektiver Substanzen.

Die mBKca-Kanile sind besondere Strukturen in Bezug auf kardioprotektive Verfahren,
da diese Kanéle auch am alten Herzen aktivierbar sind und somit eine Kardioprotektion
des alten Herzen ermoglichen (69). In der Vergangenheit sind viele klinische Studien
daran gescheitert, dass erfolgreiche experimentelle Protokolle am Herzen des gealterten
Menschen keine kardioprotektive Wirkung zeigten (64-67). Das Alter per se gilt als
Risikofaktor fiir kardiale Ereignisse. Weitere Risikofaktoren sind unter anderem, wie
bereits in der Einleitung erldutert, Diabetes oder Fettstoffwechselstorungen. In
kommenden Studien konnte die Frage geklart werden, ob Milrinon-induzierte PostC
tatsdchlich am alten Herzen greifen kann und damit ein kardioprotektiver Effekt zu
verifizieren wire. Ferner wiren auch PostC-Protokolle mittels Milrinon am alten,

diabetischen Herzen denkbar. Fine Studie dieser Art konnte fiir ein groBes klinisches
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Risikokollektiv — aufschlussreiche Ergebnisse liefern. Studien zeigten, dass
Hyperglykdmie eine Kardioprotektion iiber pharmakologische Prda- und
Postkonditionierung verhindert (Ubersicht in 144). Eine Studie von Matsumoto et al.
konnte jedoch in einem in vivo-Rattenmodell zeigen, dass die postischdmische Gabe
von Milrinon die Infarktgr6Be nach regionaler Koronarokklusion iiber 30 Minuten auch
unter hyperglykdmischen Bedingungen verringerte (151). Damit lieferten Matsumoto et
al. einen weiteren Hinweis dafiir, dass Milrinon-induzierte PostC von besonderer
klinischer Relevanz sein konnte, um erfolgreich ein experimentelles Protokoll in die
Klinik zu iibertragen.

Insgesamt weist die vorliegende Arbeit einige Limitationen auf. Alle Untersuchungen
wurden an Herzen von jungen, minnlichen Versuchstieren vorgenommen. Aus dem
Grund sind generelle Riickschliisse auf andere Populationen schwierig. Die
Untersuchungen erfolgten an isolierten Herzen. Der systemische Einfluss ist somit
unbekannt. Des Weiteren liefert die Arbeit keine Antwort darauf, was der genaue
mechanistische Hintergrund zwischen der Milrinon-induzierten Aktivierung der
mBKc,-Kanéle und der dadurch resultierenden Kardioprotektion ist. Die Beantwortung
dieser Frage sollte Bestandteil weiterer Studien sein. Bisher konnten Studien zeigen,
dass die Aktivierung von mBKcs-Kanidlen die ROS-Produktion reduziert und verhindert,
dass sich die mPTP 6ffnet (94, 152, 153). Dies sind Griinde dafiir, dass der IR-Schaden
am Myokard verringert wird.

Die gezielte pharmakologische PostC konnte klinisch als einfache additive MaBBnahme
zur klassischen Reperfusionstherapie (PTCA, Lyse) des akuten Myokardinfarkts
eingefiihrt werden. Die erwartete Reduzierung des myokardialen IR-Schadens konnte so

die Uberlebensrate und Lebensqualitit von betroffenen Patienten verbessern.
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