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Zusammenfassung

Fur die postmortale  immunhistochemische  Detektion  von
Myokardinfarkten mit kurzer Uberlebensdauer haben vorausgegangene Studien
Dityrosin, Connexin 43 sowie die Troponine | und T als geeignete bzw.
potentielle immunhistologische Marker identifizieren kénnen. Ergebnisse von
sowohl klinischen als auch experimentellen Studien zeigen, dass Geschlecht,
aber auch eine ischamische Prakonditionierung des Herzens einen Einfluss auf
die Schwere und Auspragung eines Myokardinfarktes haben koénnen. Vor
diesem Hintergrund wurde Uberpruft, ob die oben genannten Marker durch
Geschlecht oder ischamische Prakonditionierung beeinflusst werden. Dies
wurde in dieser Studie durch Experimente mit Rattenherzen und der
Langendorff Technik getestet. An Herzen von 12 mannlichen und 12 weiblichen
Wistar Ratten wurde durch die Ligatur der linken Koronararterie (LAD) eine
lokale Ischamie induziert. Bei weiteren 12 Herzen mannlicher Ratten wurde
eine globale ischamische Prakonditionierung vorgenommen, indem die
Perfusion des Herzens fur 30 Minuten unterbrochen und dann fur weitere 60
Minuten wiederhergestellt wurde, bevor auch an diesen Herzen eine lokale
Ischamie herbeigefuhrt wurde. Die Zeiten nach der Ligatur bzw. Dauer bis zur
Fixierung variierten dabei von 10 bis 60 Minuten. Die Kontrollgruppe bestand
aus 10 mannlichen und 4 weiblichen Rattenherzen. Diese wurden fur 60
Minuten an die Langendorff Anlage angeschlossen ohne weitere Manipulation,
oder es wurde lediglich eine ischamische Prakonditionierung vorgenommen,
oder aber die Herzen wurden entnommen ohne uberhaupt an die Anlage
angeschlossen zu werden. Einige Herzen wurden Elektroschocks von 26V
ausgesetzt um Arrhythmien herbei zu fihren. Alle Herzen wurden anschlie3end
in Formalin fixiert und immunhistochemisch gefarbt. Es zeigten sich bei
Dityrosin und Cx43 keine Unterschiede der Farbungen im Vergleich der
Geschlechter, der Troponinverlust war jedoch in weiblichen Herzen geringer.
Herzen mit ischamischer Prakonditionierung zeigten Unterschiede im Vergleich
zu nicht prakonditionierten Herzen bei den Markern Cx43, cTnT und cTnl. Diese
Befunde mussen kinftig bei der postmortalen Diagnostik des frihen

Mykoardinfarktes mit den untersuchten Markern bericksichtigt werden.
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Summary

To detect myocardial infarctions with short survival times on an
immunohistochemical basis, studies have identified the possible markers
dityrosin, connexin 43 and troponin T and |. Experimental as well as clinical
studies show, that gender as well as ischemic preconditioning of the heart have
an effect on the severity and impact of myocardial infarction. Based on these
findings, it is important to find out if the markers mentioned above can be
influenced by gender or ischemic preconditioning, especially in the context of
postmortem diagnostics of myocardial infarction. This study tested these
potential effects on isolated rat hearts, implementing the Langendorff technique.
Using the hearts of 12 male and 12 female Wistar rats, a local ischemia was
achieved through occlusion of the left anterior descending artery (LAD). Another
12 hearts of male rats were subjected to global ischemic preconditioning, by
stopping perfusion of the hearts for 30 minutes and reperfusing them for
another 60 minutes, before also inducing a local ischemia. Time of perfusion
after local ischemic events varied from 10 to 60 minutes. The control group was
comprised out of 10 male and 4 female rat hearts. These were attached to the
Langendorff system for 60 minutes without further manipulation, or they just
received ischemic preconditioning, or they were excised without being attached
to the Langendorff system at all. Some hearts were subjected to electric shocks
of 26V, to generate arrhythmias. All hearts were subsequently fixed in formalin
and stained immunohistochemically. No differences were seen when comparing
results of both genders with the markers dityrosine and Cx43, whereas both
troponins were less depleted in female hearts. Also, the markers Cx43, cTnT
and cTnl showed differences in hearts with ischemic preconditioning when
compared to hearts without preconditioning. These findings have to be taken
into account when using the tested markers for postmortal diagnostics of early

myocardial infarction.
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1 Einleitung

Der akute Myokardinfarkt ist Thema intensiver Forschung in
verschiedensten Feldern der Medizin. Im Kontext der Rechtsmedizin wird haufig
auf eine histologische Analyse zurickgegriffen, um postmortal die Diagnose
eines tddlichen Myokardinfarktes zu stellen. Jedoch kann es abhangig vom
Alter des Infarktes bzw. der Uberlebenszeit nach dem akuten Infarktgeschehen
durchaus schwierig sein, den Nachweis allein durch konventionelle Histologie
zu erbringen. Fruhe histopathologische Veranderungen im Myokard in Form
von beispielsweise zellularer Hypereosinophilie oder Kontraktionsbandnekrosen
sind frUhestens nach wenigen Stunden abgrenzbar. Um die Mdglichkeit der
Detektion von Mpyokardinfarkten mit einer geringeren Uberlebenszeit zu
verbessern wurden bestimmte immunhistochemische Marker identifiziert,
welche im betroffenen Herzmuskelgewebe nachweislich entweder pathologisch
verstarkt oder vermindert auftreten (Madea, 2015). Dennoch ist die
Zuverlassigkeit solcher Marker im Hinblick auf verschiedenste Faktoren und
Umstande, welche das Potential haben die Auspragung einer myokardialen
Schadigung bei Ischamie zu beeinflussen, noch weitestgehend unbekannt. So
ist der Einfluss des Geschlechts auf kardiale Erkrankungen ein intensiv
diskutiertes Gebiet und Gegenstand der Forschung, ebenso wie die sogenannte
ischamische Prakonditionierung von myokardialem Gewebe bei Patienten mit
einer bereits vorbekannten koronaren Herzkrankheit. Beide Umstande muissen
als potentielle Einflussfaktoren auch auf die postmortale immunhistochemische
Detektion von Myokardinfarkten diskutiert werden und werden in dieser Studie

adressiert.



1.1 Marker des friihen Myokardinfarktes

Zu den getesteten Markern zur Erkennung von ischamischen Schaden in
myokardialem Gewebe gehdrt Dityrosin, ein Proteinprodukt welches auf
oxidativen Stress und darauffolgende Proteolyse hinweist (Giulivi und Davies,
1994; Giulivi et al., 2003). Bei oxidativem Stress handelt es sich um einen
Zustand, der hervorgerufen wird durch das ubermaflige Vorhandensein von
reaktiven Sauerstoff-Spezies (Reactive Oxygen Species, ROS). Diese
entstehen als physiologisches Beiprodukt durch die Verstoffwechselung von
Sauerstoff im Organismus und kdnnen im Normalfall durch Antioxidantien gut
kompensiert werden. Im Falle einer korperlichen Stresssituation wie
beispielsweise einer Erkrankung kann sich die Produktion von ROS jedoch so
stark erhdhen, dass diese nicht mehr durch Antioxidantien aufgefangen werden
konnen und dann zu Zellschaden und sogar Zelluntergang beitragen. Dieser
Mechanismus spielt eine Rolle bei der Entstehung von Endorganschaden wie
beispielsweise den kardiovaskularen Erkrankungen (Kander et al, 2017). Die
Aminosaure  Dityrosin  ist einerseits ein  Produkt physiologischer
posttranslationaler Prozesse bestimmter Proteine, entsteht aber auch durch
verschiedene Arten der Strahlung, im Rahmen von Alterungsprozessen und
durch freie Sauerstoffradikale oder Peroxidasen (Giulivi und Davies, 1994;
Giulivi et al., 2003). Besonders das Auftreten von Dityrosin nach oxidativem
Stress im Zusammenhang mit nachfolgender Proteolyse (Giulivi et al., 2003)
macht es als Marker fur durch oxidativen Stress hervorgerufene, pathologische
Prozesse interessant. Im oxidativen Umfeld wird aus der Aminosaure Tyrosin
das Radikal Tyrosyl generiert. Zwei dieser Tyrosylradikale zusammen kdénnen
durch intermolekulares cross-linking das Dimer Ditryosin formen (Giulivi und
Davies, 1994; Giulivi et al., 2003; Davies, 2005).
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Bild 1: Bildung von Dityrosin: Durch H-Abstraktion wird aus Tyrosin ein Tyrosyl Radikal
gebildet. Durch Rekombination und Enolisierung zweier Tyrosyl Radikale kommt es zur

Entstehung von Dityrosin (modifiziert nach Giulivi et al., 2003).

Im Falle einer Ischamie des Herzens kommt es binnen weniger Minuten
bereits zu Schadigungen innerhalb der Zellen, so werden die Mitochondrien in
ihrer Funktion beeinflusst und setzen Radikale in den Myozyten frei (Lesnefsky
et al, 2001). Diese wiederum konnen zur Formation von Dityrosin beitragen.
Mayer et al. (2014, 2016) konnten sowohl in Obduktions-Fallen als auch im
experimentellen Tiermodell Dityrosin in Fallen von frihen Myokardinfarkten

immunhistologisch nachweisen.

Connexin 43 ist ein strukturelles Protein, welches die sogenannten Gap
junctions zwischen Myozyten bildet, welche eine wichtige Rolle im
lonenaustausch zwischen einzelnen Zellen spielen. Eine Gap junction ist dabei

aus 12 einzelnen Cx43 Einheiten aufgebaut, welche wiederum jeweils zwei
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Hemikanale bilden um zwei Zellen miteinander zu verbinden (Schulz und
Heusch, 2004).

l Hemikanal /
J

\ Intrazellularraum

Gap Junction {

/

Intrazellularraum

Cx43 Einheit

- J

Bild 2: Bildung von zwei Hemikanalen durch je 6 Cx43 Einheiten und Entstehung einer Gap

junction zweier Zellen.

Cx43 unterlauft im Falle einer myokardialen Ischamie eine progressive
Dephosphorylierung als Resultat des Zellunterganges, welcher die
Enzymaktivitaten innerhalb der Myozyten aus dem Gleichgewicht bringt (Schulz
und Heusch, 2004). Das dephosphorylierte Cx43 sammelt sich an und verlagert
sich in sogenannte intrazellulare Pools (Beardslee et al., 2000; Vetterlein et al.,
2006) und kann als Marker angefarbt werden. Sabatasso et al. (2016) zeigten
eine Akkumulation von dephosphorylietem Cx43 in Herzgewebe nach 15-

minutiger Ischamie, wobei sich die Anhaufung von Cx43 mit gesteigerter Dauer



der Ischamie ebenfalls verstarkte. Dieser Marker tritt demnach nachweislich in
einem charakteristischen Muster und einer pathologischen Menge in
myokardialem Gewebe auf, kurz nachdem dieses einen ischamischen Insult
erfahren hat (Mayer et al., 2014; Mayer et al., 2016; Sabatasso et al., 2016).

Die Marker Troponin T und | werden bereits weitlaufig in der klinischen
Medizin fur die Diagnose von Myokardinfarkten verwendet. Troponin als
solches ist ein Bestandteil des Aktinfilaments und somit in die Funktion der
Muskelkontraktion involviert. Troponin besteht aus 3 Untereinheiten (I, T und
C), von den Untereinheiten | und T existieren wiederum 3 verschiedene
Isoformen, unter anderem die des kardialen Troponins, cTnT und cTnl
(Campobasso et al., 2008). Bei kardialer Schadigung wie beispielsweise im
Rahmen einer Ischamie wird Troponin aus den geschadigten Zellen ins Blut
freigesetzt. Die Troponine T und | haben eine sehr hohe Sensitivitat und
Spezifitat in der serologischen Diagnostik des Myokardinfarktes, besonders
cTnl hat dabei eine beinahe absolute Spezifitat fur kardiales Gewebe. Die
Troponinkonzentrationen im Blut steigen 3 Stunden nach Beginn eines
Myokardinfarktes an, erreichen ihr Maximum nach 20 Stunden und konnen flr
einen Zeitraum von bis zu 2 Wochen nach dem Infarkigeschehen
nachgewiesen werden (Silbernagel und Lang, 2013). Die Erhdéhung dieser
Marker im Serum ist das direkte Ergebnis der Depletion von Troponin in den
Myozyten nach einem ischamischen Insult, was suggeriert, dass die
Verringerung des Vorkommens von Troponin im myokardialen Gewebe durch
immunhistochemische Farbungen nachgewiesen und auch als Werkzeug fur
die Identifikation frischer Myokardinfarkte genutzt werden kann. Sowohl
Fallstudien, als auch Experimente am Tiermodell haben gezeigt dass die
Depletion der Troponine im Gewebe tatsachlich immunhistochemisch in Fallen
von friihen Myokardinfarkten nachgewiesen werden kann (Ortmann et al., 2000;
Campobasso et al., 2008), Sabatasso et al., 2016).

Eine Ubersicht Uber die einzelnen Marker, ihre Entstehung, ihr

Vorkommen und ihr Verhalten bei kardialer Ischamie zeigt Tabelle 1.



Marker Entstehung/Vorkommen | Verhalten bei kardialer
Ischamie

Dityrosin Produkt physiologischer Bildung und Anreicherung
posttranslationaler von Dityrosin in
Prozesse, pathologisch betroffenem Gewebe
gebildet bei oxidativem > Positivmarker
Stress

Connexin 43 Physiologisches Dephosphorylierung und

Strukturprotein der

Zellmembran

Verlagerung/Anreicherung

im Zellinneren

> Positivmarker

Troponin lund T

Teile der Aktinfilamente

im Herzmuskelgewebe

Durch Zellschadigung
Freisetzung aus Myozyten

ins Blut

» Negativmarker

Tabelle 1: Ubersicht iber die verwendeten Marker und ihre Eigenschaften.

1.2 Geschlecht

Obwohl die zuvor genannten Marker bereits in verschiedenen Studien

getestet wurden, ist es bis dato dennoch unklar, inwiefern ihr Nachweis in der

Praxis durch bestimmte Faktoren beeinflusst werden konnte. Es konnte klinisch

bereits gezeigt werden,

dass das Auftreten und die Schwere eines
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Myokardinfarktes von Faktoren wie unter anderem Geschlecht, oder einer
bereits vorbestehenden, kardialen Erkrankung abhangen. So zeigt sich die
Inzidenz von kardialen Erkrankungen im Allgemeinen geringer bei Frauen im
Vergleich zu Mannern (lIsles et al., 1992). Das weibliche Herz scheint weniger
anfallig fir Apoptose, und auch im remodeling nach Infarktgeschehen scheint
die Herzfunktion bei Frauen deutlich besser erhalten zu bleiben. Dies flhrt auch
zu einer besseren Uberlebensrate von Frauen im Vergleich zu Mannern bei
ischamischem Herzversagen (Dunlay und Roger, 2012). Guerra et al. (1999)
zeigten ebenfalls, dass Nekrose sowie auch Apoptose in Fallen von
Herzversagen im weiblichen Geschlecht deutlich reduziert waren. In mehreren
Studien am Tiermodell demonstrierten Wang et al. (2010) und ebenso Patten et
al. (2004), dass Herzen von weiblichen Mausen weniger anfallig fir Zelltod als
Resultat von oxidativem Stress waren, welches einen kardioprotektiven Effekt
des weiblichen Geschlechts suggeriert. Eine hormonelle Grundlage der
Unterschiede der Geschlechter wird durch die Erkenntnis nahegelegt, dass
kardiovaskulare Erkrankungen wesentlich weniger haufig vor der Menopause
bei Frauen entstehen, dieser protektive Effekt aber nach Erreichen der
Menopause verloren geht (Mendelsohn und Karas, 2010; Luczak und
Leinwand, 2009). Eine besondere Rolle spielt hierbei das Hormon Ostrogen,
welches eine kardioprotektive Funktion zu Ubernehmen scheint, auch wenn ein
genauer Mechanismus hier noch unklar ist (Wang et al., 2010; Patten et al.,
2004; Luczak und Leinwand, 2009). Weiterhin wird postuliert, dass Testosteron
sich ebenso auf die Herzfunktion auswirkt, hier jedoch negativ (Luczak und
Leinwand, 2009).

1.3 Ischamische Prakonditionierung

Obgleich bekannt ist, dass es durch transiente Ischamien mit
anschlieliender Reperfusion zu sogenannten Reperfusionsschaden kommen

kann, existiet auch das Phanomen der sogenannten ischamischen
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Prakonditionierung. So konnte bereits nachgewiesen werden, dass die
ischamische Prakonditionierung, also kurze Episoden von Ischamien und
anschlieliender Reperfusion, einen schitzenden Effekt vor darauffolgenden,
langeren Perioden von Ischamien haben. Reperfusionsschaden kommen
zustande durch mikrovaskulare Schaden des Endothels, die initial durch die
Ischamie entstehen, und bei darauffolgender Reoxygenierung verstarkt werden
konnen (Carden und Granger, 2000). Die Studienlage weist darauf hin, dass
durch kurze Episoden von Ischamien mit anschlieRender Reperfusion das
Gewebe weniger anfallig fur oxidativen Stress wird (Carden und Granger, 2000;
Korthuis et al., 1998). Als ein wesentlicher Trigger des der ischamischen
Prakonditionierung zugrundeliegenden Mechanismus wurde dabei schon sehr
frih die Freisetzung von Adenosin und die darauffolgende kardiale A1-
Rezeptorstimulation identifiziert (Liu et al., 1991; Downey et al., 1994). Weitere
Mediatoren von Bedeutung sind in diesem Zusammenhang aullerdem
Sympathikus Neurotransmitter, welche zu alpha 1-adrenerger
Rezeptorstimulation fuhren (Banerjee et al., 1993), sowie Stickstoffmonoxid als
Trigger (Lochner et al., 2002). Des Weiteren wurden auch freie
Sauerstoffradikale als zusatzliche Ausloser der Prakonditionierungskaskade
identifiziert (Tritto et al., 1997; Baines et al., 1997). Eine wichtige Rolle in der
darauffolgenden Signalkaskade spielt die G-Protein-aktivierte Proteinkinase C,
sowie die Tyrosinkinase, wie experimentelle Studien in der Vergangenheit
zeigen konnten (Downey et al., 1994; Ytrehus et al., 1994; Maulik et al., 1998).
Als End-Effektoren der ischamischen Prakonditionierung wurden schlielich vor
allem mitochondriale ATP-abhangige Kaliumkanale identifiziert, diese konnten
in einer Studie von Gosh et al. (2000) selektiv antagonisiert bzw agonisiert
werden und dadurch den Effekt einer ischamischen Prakonditionierung
entweder aufheben oder herbeifihren. Der genau zugrundeliegende
Mechanismus der Kardioprotektion ist letztlich aber noch unklar. Jedoch zeigen
sich mitochondriale Schaden nach erfolgter ischamischer Prakonditionierung

deutlich geringer als ohne (Lesnefsky et al., 2001).



Freisetzung von:
Adenosin
al-adrenerge Agonisten
Andere Mediatoren

|
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Bild 3: Schematische Darstellung der Mechanismen die vermutlich der akuten ischamischen
Prakonditionierung unterliegen. Durch kurzzeitige Ischamie werden Mediatoren freigesetzt, die
zur Aktivierung der G-Proteine flhren. Diese aktivieren die Phospholipase C oder D, welche
wiederum die intrazellularen Konzentrationen von Diacylgylcerol (DAG) erhéhen. DAG aktiviert
die Proteinkinase C und Tyrosinkinase. Dies fuhrt zur Phosphorylierung von ATP-abhangigen
Kaliumkanalen in der Zell- und Mitochondrialen Membran (modifiziert nach Carden und
Granger, 2000).

In klinischen Studien an Patienten mit vorbekannter Pra-Infarkt Angina
pectoris wurde festgestellt, dass dadurch entstandene ischamische
Prakonditionierung fur eine signifikante Reduktion der InfarktgrolRe
verantwortlich sein kann, sowie einen protektiven Effekt auf die Funktion des
linken Ventrikels hat (Reiter et al., 2013; lwasaka et al., 1994). Eine Reihe von
experimentellen Studien an verschiedensten Tiermodellen zur Uberpriifung des
Effektes von regionaler ischamischer Prakonditionierung konnten ebenfalls
zeigen, dass Episoden von Ischamien mit anschlieender Reperfusion einen

protektiven Effekt auf das Myokard haben in Bezug auf die Schwere eines
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darauffolgenden Myokardinfarktes (Ovize et al., 1992; Liu und Downey, 1992;
Schott et al., 1990; Murry et al.,, 1986). Verschiedene Techniken der
Induzierung von experimenteller regionaler Ischamie, sowie auch verschiedene
Zeitrahmen die in diesen Tierstudien genutzt wurden, machen es schwierig, ein
allgemeingultiges Protokoll flir den protektiven Effekt der ischamischen
Prakonditionierung zu etablieren. Forschung zur globalen Ischamie deutet
darauf hin, dass eine Periode globaler ischamischer Prakonditionierung von 15
bis 45 Minuten fur eine erkennbare Reduktion der InfarktgroRe verantwortlich

sein kann (Jenkins et al., 1995).

1.4 Das Langendorff-Modell

Die Uberpriifung mdglicher Einflisse auf Marker des akuten
myokardialen Infarktgeschehens gestaltete sich in der forensischen Forschung
bislang schwierig. Zu Forschungszwecken wurde in aller Regel postmortal
entnommenes Gewebe genutzt. Damit einher geht haufig ein Mangel an
Informationen betreffend Zeitpunkt und Dauer eines Infarktgeschehens, sowie
maoglicher anderer Einfluss- und Umgebungsfaktoren. Ein experimentelles
Modell mit der Mdoglichkeit der Definition und Kontrolle potentieller
Einflussparameter erscheint far die Gewinnung basaler

grundlagenwissenschaftlicher Erkenntnisse deutlich geeigneter.

Das Langendorff-Modell bietet die Maoglichkeit, ein direkt postmortal
entnommenes Rattenherz flr einen langeren Zeitraum, Uber Stunden, weiterhin
Uberlebensfahig zu halten. Dadurch ist es im Rahmen dieser Arbeit moglich
gewesen, bei der Induzierung eines Myokardinfarktes sowohl den Zeitpunkt, als
auch die ,Uberlebensdauer genau zu dokumentieren und zu steuern. Ebenso
konnten mogliche Einflusse wie die ischamische Prakonditionierung kontrolliert
herbeigeflihrt und so ihr Effekt untersucht werden (Bell et al., 2011).
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1.5 Ziele der Arbeit

In Anbetracht der bisherigen Studienlage ist es von grof3ter Bedeutung
fir die postmortale Diagnostik von Myokardinfarkten, ob das Verhalten von
bereits etablierten bzw. aktuell in der Forschung getesteten,
immunhistochemischen Markern durch Geschlecht und/oder ischamischer
Prakonditionierung beeinflusst wird. Sollte dies der Fall sein, wirde sowohl die
Wahl der Marker, als auch die Interpretation der diagnostischen Befunde unter
Berucksichtigung dieser moglichen Einflussgréfien, also in jedem Einzelfall mit
Blick auf die einschlagigen, wichtigen AnknlUpfungspunkte erfolgen mussen.
Durch Experimente an Rattenherzen (ZETT Projekt Nummer O 27/12) unter
Anwendung der Langendorff Technik wurden in dieser Arbeit der Einfluss von
Geschlecht und einer myokardialen ischamischen Prakonditionierung auf das
Auftreten bzw. die Depletion von immunhistochemischen Markern des

Myokardinfarktes getestet. Die Ziele dieser Arbeit sind wie folgt formuliert:

e Hat das Geschlecht einen Einfluss auf das Auftreten bzw. die Depletion
von immunhistochemischen Markern des akuten Myokardinfarktes?

e Hat die myokardiale ischamische Prakonditionierung einen Effekt auf das
Auftreten bzw. die Depletion von immunhistochemischen Markern des

akuten Myokardinfarktes?

11



2 Publikation

The impact of sex and myocardial ischemic preconditioning on

immunohistochemical markers of acute myocardial infarction
Kassra Scholl, Ragnar Huhn, Stefanie Ritz-Timme, Felix Mayer, Institute of
Legal Medicine, University Hospital Dusseldorf, 40225 Dusseldorf,

Germany

International Journal of Legal Medicine, 133(2), 529-538
DOI: 10.1007/s00414-018-1948-8

12



Intemiational Journal of Legal Medicine (2019) 133:529-538
hitps://doi.org/10.1007/500414-018-1948-8

ORIGINAL ARTICLE

The impact of sex and myocardial ischemic preconditioning
on immunohistochemical markers of acute myocardial infarction

K. Scholl™?« R. Huhn? - St. Ritz-Timme" « F. Mayer' (®

Received: 4 May 2018 /Accepted: 10 October 2018/ Published enline: 23 October 2018
(©) Springer-Verlag GmbH Gemmany, part of Springer Nature 2018

Abstract

The immunohistochemical detection of dityrosine, troponins I (¢TNI) and T (¢TnT), and connexin 43 has been proposed as a tool
fixr the diagnosis of myocardial infarction with short survival times. Results of clinical and experimental studies reveal that gender
and/or ischemic preconditioning of the heart may have an influence on severity and magnitude of myocardial infarction. To
clarify the question, if the above-mentioned markers are influenced by sex or ischemic preconditioning, experiments on isolated
rat hearts using the Langendorfftechnique were performed. Using the hearts of 12 male and 12 female Wistar rats a local ischemia
was induced through ligation of the left coronary artery. Furthermore, 12 male rat hearts underwent ischemic preconditioning of
the heart by stopping the perfusion of the whole heart for 30 min and subsequently reperfusing the heart for another 60 min,
before inducing local ischemia. The perfiision time after ligation varied from 10 to 60 min. A control group was comprised out of
6 male and 2 female rat hearts. These were placed in the Langendorff system for 60 min without further manipulation or received
ischemic preconditioning without subsequent local ischemia or were excised without being mounted on the Langendorff system
at all. All hearts were fixed in formalin and stained immunohistochemically. Depletion of the marker cTnT appeared to be less in
females when compared to male hearts, for all other markers tested, no apparent difference in staining results were seen when
comparing male and female rat hearts. Male rat hearts with ischemic preconditioning showed no difference compared to male rat
hearts without ischemic preconditioning when stained fort dityrosine. Connexin 43 staining was less pronounced in hearts with
ischemic preconditioning, whereas c¢Tnl as well as ¢cTnT depletion was more pronounced in preconditioned hearts. The presented
findings indicate to some extent the vulnerability of the investigated markers for the influencing factors tested.

Keywords Myocardial infarction - Sex - Ischemic preconditioning - Immunohistochemistry - Animal model

Introduction

The post-mortem diagnosis of an acute myocardial ischemia
with only a short survival time may be difficult since morpho-
logical findings might not be detectable by autopsy and con-
ventional histological methods in the early interval after ische-
mia. Certain immunohistochemical markers have been
established that have been shown to either appear or be depleted
within the affected area. One marker recently tested for the post-
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5]

mortem detection of early myocardial ischemia is dityrosine [1,
2]. Immunohistochemical staining of dityrosine has been
shown to be positive in nearly all examined cases of myocardial
infarction aged 4 h to 2 weeks [1]. In an experimental model
using rat hearts, dityrosine appeared only minutes after ische-
mia [2]. Troponins T (¢TnT) and I (cTnl) are widely used as
diagnostic markers of myocardial infarction in clinical medi-
cine, therefore suggesting their validity as immunohistochemi-
cal markers of early cardiac ischemia [3]. The gap junctional
protein connexin 43 (Cx43) in its dephosphorylated form has
also recently been tested as a marker for early ischemia [4].
Sex and i1schemic preconditioning are known to have an
impact on severity and development of an acute myocardial
infarction. The incidence of cardiac diseases in general is low-
er in women when compared to men [5]. Guerra et al. [6]
found that necrosis as well as apoptosis in cases of heart fail-
ure were markedly reduced in females. In a study using a
model of mice, Wang et al. [7] have demonstrated that female

4 Springer
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hearts are less susceptible to cell death as a result of oxidative
stress, which suggests a cardioprotective effect of the female
sex. A study by Bae and Zhang [8] using the Langendorff
technique found that female rat hearts regained a better left
venfricular function and had a reduced infarction size when
compared to male rat hearts.

Ischemic preconditioning consists of short episodes of tran-
sient ischemia, applied to the heart either locally or globally,
which may protect the heart from subsequent ischemic insults.
According to the results of clinical studies involving patients
with known pre-infarction angina, ischemic preconditioning
may account for significant reduction of infarction size and
protection of left ventricular function [9, 10]. A number of
experimental studies on various animal models testing the effect
of regionally applied ischemia (i.e. the occlusion of single cor-
onary arteries) revealed that these episodes tend to have a pro-
tective effect on the myocardium in relation to the severity of
myocardial infarction [11-14]. Global ischemia, meaning a de-
pletion of oxvegen applied to the whole heart rather than a single
region, showed to be effective for protection from myocardial
infarction when applied for 15 to 45 min [15, 16]. It has been
shown that preconditioning only provides protection for myo-
cardial tissue within a certain window of time. Initally, the heart
is protected for 2 h, then followed by a so-called second win-
dow of protection 24 h after preconditioning [17, 18].

Considering these findings, it is of utmost interest for post-
mortem diagnostics to know whether the detectability of im-
munohistochemical markers is influenced by sex or ischemic
preconditioning. If this would be the case, the choice of
markers, as well as the interpretation of diagnostic findings
would have to ensue with due consideration of the respective
indications in each individual case. This means that the sex of
the deceased person and a possible history of angina pectoris
would have to be taken into account when performing immu-
nohistochemical examinations with a view to a possibly lethal
myocardial infarction.

On the basis of experiments on rat hearts with the
Langendorff technique [19], we therefore addressed the fol-
lowing questions:

1. Does sex have an impact on the detectability of immuno-
histochemical markers of early myocardial ischemia?

2. Does global ischemic preconditioning of the myocardium
have an effect on the appearance of immunohistochemical
markers of early myocardial ischemia?

Materials and methods
The experiments in this sindy were conducted in accordance

with the German legislation on protection of animals and the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published

£ Springer

by the 1S National Instimtes of Health (NIH Publication No.
85-23, revised 1996). The protocol for the Langendorff exper-
iments was approved by the local Amimal Ethics Committee
(Project No. O 27/11). The project was designed as an obser-
vational study and its results are mainly meant as a proof of
principle regarding the key questions.

Isolated Langendorff heart

Hearts from male and female Wistar rats were used in this
study, ranging from 226 to 308 g in weight. The same protocol
for isolated Langendorff hearts as described in the study by
Mayer et al. [2] was used for this experiment.

Study group
Impact of sex

In 12 male and 12 female mt hearts, local ischemia without
reperfusion was induced by ligation of the left coronary artery
(LAD). Electrocardiogram-alterations (ECG) as well as
changes in colour of the myocardum (pallor) and a decrease
in coronary flow (CF) were documented as an indicator of
infarction/ischemia. The defined times after ligation varied
from 10 to 60 min, after which the heart was removed from
the Langendorff system and fixed in formalin.

Impact of preconditioning

In 12 male rat hearts, myocardial infarction after ischemic
preconditioning was induced. Ischemic preconditioning was
achieved by stopping the perfusion of the whole heart for
30 min, then reperfusing the heart for another 60 min, before
ligation of the LAD was performed. The time after ligation
varied from 10 to 60 min.

Control group

Six male rat hearts and two female rat hearts served as a
control group. Two male rat hearts and one female rat heart
were mounted on the Langendorff system without any manip-
ulation and removed after 60 min and subsequently fixed in
formalin. Two male rat hearts and one female rat heart were
excised and directly fixed in formalin. Two male rat hearts
received 1schemic preconditioning without subsequent liga-
tion of the LAD.

Immunohistochemistry
Formalin-fixed tissue sample sections were deparaffinised and
washed first in distilled water three times for 5 min, then in

Tris-buffered saline (TBS) buffer with 0.5% Tween 20 twice
for 5 min.
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Dityrosine The primary monoclonal antibody against
dityrosine (Acris, mouse, AM20243PU-S) was applied in a
1:600 dilution to the sections and the slides left to incubate
overnight at 4 °C. The slides were then washed in TBS buffer
with 0.5% Tween 20 twice for 5 min. Endogenous peroxidase
was blocked using 0.03% H202 for 10—15 min, the slides
were subsequently washed in distilled water twice for 5 min
and TBS buffer with 0.5% Tween 20, also twice for 5 minutes.
Afterwards, the slides were left to incubate with peroxidase-
marked polymer (Medac, Histofine Simple Stain MAX PO
against mouse, 414 132) for 30 min.

Troponin T The primary monoclonal antibody to troponin T
(Biorbyt, mouse, orb-89032) was applied in a 1:75 dilution to
the sections. The slides were treated equally to the staning
protocol of dityrosine.

Troponin | The primary monoclonal antibody to troponin I
(Novus, mouse, N3100-91537) was applied in a 1:200 dilu-
tion to the sections. The slides were treated equally to the
staining protocol of dityrosine.

Connexin 43 The primary polyclonal antibody to dephosphor-
vlated connexin 43 (Biorbyt, rabbit, orb-193245) was applied
in a 1:100 dilution to the sections. The slides were treated
equally to the staining protocol of dityrosine. The slides were
incubated with peroxidase-marked polymer (Medac,
Histofine, 414 142) for 30 min.

All slides were washed in TBS buffer with 0.5% Tween 20
twice for 5 min before being stained using subsitrate-
chromogen AEC (Dako, AEC+ (3-amino-9¢thylcarbazole)
substrate Chromogen) and then washed with distilled water
for 5 min. Subsequently, the slides were counterstained using
Mayers Hematoxylin (Merck, Mayers hemalum solution,
1.09249.2500) and washed with distilled water for 5 min.
Sections were ulnmately covered with Aquatex® (Merck,
1.08562.0050).

Evaluation

Evaluation of immunohistochemical st@ining was conducted
using a semi-quantitative classification system as previously
established by Mayer etal. [1, 2] for the staining of dityrosine:
[ No positive staining

X Positive staining of single cells

xx  Positive staining of groups of cells

xxx  Positive staining of cells in large tissue areas

For the evaluation of connexin 43, the classification system
was adapted as follows:

[ Mo positive staining
X Positive staining located in the intercalated discs only

xx  Lateralisation of staining to cell membranes and
positive staining of intracellular space of single cells
xxx Positive intracellular staining of cells in large tissue areas

For the evaluation of troponins I and T, the classification
system was adapted as follows:

0 No depletion

X Depletion of single cells

xx  Depletion of cells in large tissue areas
xxx  Depletion of the majority of tissue

Results

Study group

Positive results in this study were defined as staining/loss of
staming deep in the myocardium of the left chamber as well as
the septum, being the area of supply affected by ligature of the
LAD. Staining in the subepicardial regions and the myocardi-
um of the right chamber is most likely due to artefacts and not
a consequence of the interruption of the blood/buffer flow, as
it has been shown before [2], and was therefbre not taken into
account.

Table | summarises the stining resulis of male hearts with
an early myocardial ischemia (nos. 1-12); Table 2 gives an
overview of the staining results of female hearts with an early
myocardial ischemia (nos. 13-24). Comparing the results of
both sexes leads to the following findings, examples are also
shown in Fig. 1:

+ Positive staining results for dityrosine were detected in all
cases, with no apparent difference in male or female
hearts.

+ Staining for Cx43 was positive in all but two cases of
male rat hearts, one with a time afier ligation of
10 min and one with a time after ligation of 20 min.
Otherwise, no differences were seen with a view fo
sex. However, Cx43 showed considerable difference
in occurrence and pattem depending on the times after
ligation.

+  Depletion of cTnl and ¢TnT was found in all cases, where-
as the depletion of ¢TnT seemed more pronounced in male
hearts.

Table 3 summarises the staining results of male rat hearts
with global ischemic preconditioning and early myocardial is-
chemia (nos. 25-36). Dityrosine staining results showed no
apparent difference when compared to male rat hearts without
ischemic preconditioning (see Table 1). Smining of Cx43 ap-
peared to be less pronounced in hearts with ischemic precondi-
tioning. Overall, three cases showed negative staining for Cx43,

@) Springer
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Table 1 Staining results of study hearts of male rats with early
ischemia‘myocardial infarction using the following evaluation system:
Dityrosine: 0, no positive staining; x, positive staining of single cells;
xx, positive staining of groups of cells; xxx, positive staining of cells in
large tissue areas. Connexin 43: o, no positive staining; x, positive stain-
ing located in the intercalated discs only; xx, lateralisation of staining to

cell membranes and positive staining of intracellular space of single cells;
x*xx, positive intracelhular staining of cells in large tissue areas. Troponins
I and T: 0, no depletion; x, depletion of single cells; xx, depletion of cells
in large tissue areas; xxx, depletion of the majority of tissue. Signs of
infarction inchiding pallor of myocardium, typical electrocardiogram
(ECG)-alterations and decrease of cardiac flow (CF)

No. Time after ligation Signs of infarction Dityrosine Cxd3 cTnl cTnT

| 10 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX o XXX .

2 10 Pallor, decrease of CF XX X XX XXX
3 20 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF x X XX XX
4 20 Pallor, decrease of CF XXX XX XXX XX
5 30 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX X XX XX
[ 30 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF X X XX X

7 40 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX XX XX XX
2 40 Pallor, decrease of CF XXX XX XXX XX
G 50 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX XX XX XX
10 50 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF x 0 XX XX
11 &0 Pallor, decrease of CF XXX XX XX XX
12 :] Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX XX XX X

with times after ligation of 10 and 20 min, respectively. Both
troponins showed to be more widely depleted if the hearts re-
ceived ischemic preconditioning. Representative pictures of
these findings are shown in Fig. 2.

Control group

Table 4 presents an overview of the staining results for the
confrols:

Table 2 Staining results of study hearts of female rats with early
ischemia'myocardial infarction using the following evaluation system:
Dityrosine: 0, no positive staining; x. positive staining of single cells;
xx, positive staining of groups of cells; xxx, positive staining of cells in
large tissue areas. Comnexin 43: o, no positive staining; x, positive stain-
ing located in the intercalated discs only; xx, lateralisation of staining to

* Whereas dityrosine did not stain positive in the control
hearts of male as well as female hearts that were mounted
on the Langendorff system without manipulation, it
showed intense positive staining when the hearts were
excised and directly fixed in formalin, the very distinct
pattern resembling the one already described by Mayer
et al. [2]. The control hearts having received ischemic
preconditioning with no other manipulation also stained
positive.

cell membranes and positive staining of intracellular space of single cells;
xxx, positive intracellular staining of cells in large tissue areas. Troponins
I and T: 0, no depletion; x, depletion of single cells; xx, depletion of cells
in large tissue areas; xxx, depletion of the majority of tissue. Signs of
infarction inclhuding pallor of myocardium, typical electrocardiogram
(ECG)-alterations and decrease of cardiac flow (CF).

No. Time after ligation Signs of infarction Dityrosine Cxd3 cTnl cTnT
13 10 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF X XX XX x
14 10 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XX X XX XXX
15 20 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX X XXX x
16 20 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF X XXX XX x
17 30 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX XXX XX x
18 30 Pallor, ECG-alterations XXX XXX XX 1
19 40 Pallor, decrease of CF XXX XX XXX XXX
20 40 Pallor, ECG-alterations XXX o XXX XX
21 50 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX XXX XX )
e 50 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX XXX XXX XX
23 60 Pallor, decrease of CF X X XXX XX
24 60 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX XX XX XX
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Fig.1 Examples for staining results of study hears from male and female figation 50 min. Staining differences of Cx43 depending on time after

rats, 100-fold magnification. Sex-related staining differences of cTnT: a
no. 10, male, time after ligation 50 min; b no. 21, female, time after

* Cx43 showed positive staining in three cases, one of which
being a male rat heart fixed in formalin directly after

Table 3  Staining results of sudy hearts of male rats with ischaemic
preconditioning and eary ischemia‘myocardial infarction using the fol-
lowing evahiation system: Dityrosine: o, no positive staming; X, positive
staining of single cells; xx, positive staining of groups of cells; xxx,
positive staining of cells in large tissue areas. Connexin 43: o, no positive
staining; x, positive staining located in the intercalated discs only; xx,
lateralisation of staining to cell membranes and positive staining of

ligation: ¢ no. 14, female, time after ligation 10 min; d no. 24, female,
time after ligation 60 min

excision, whereas a second male rat heart fixed in formalin
directly after excision showed no positive staining.

intracelhular space of single cells; xxx, positive infracelhilar staining of
cells in larpe tissue areas, Troponins [and T: o, no depletion; x, depletion
of single cells; xx. depletion of cells in large tissue areas; xxx, depletion of
the majority oftissue. Signs of infarction including pallor of myocardium,
typical electrocardiogram (ECG)-alterations and decrease of cardiac flow
(CF)

MNo. Time after ligation Signs of infarction Dityrosine Cxd3 cTnl ¢TaT
25 10 Pallor XX X XXX XX
26 10 Pallor, decrease of CF x o XK XX
b ) 20 Pallor, decrease of CF x o XK AKX
28 20 Patlor, decrease of CF x 0 XX AXNX
29 30 Pallor, decrease of CF XX X X K
30 30 Pallor XX o bt AKX
31 40 Pallor, decrease of CF XX x poed AN
32 40 Pallor, decrease of CF XX XX TNX AMX
n 50 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XXX XX XXX AXX
4 50 Pallor, ECG-alterations, decrease of CF XX 0 XXX ANK
35 60 Pallor, decrease of CF XXX 0 XXX XXX
36 60 Pallor, decrease of CF XXX X XXX XXX
4 Springer
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Fig. 2 Examples of staining results depending on ischemic
preconditioning, 100-fold magnification: a no. 6, male, without ischemic
preconditioning, time after ligation 30 min, cTnT; b no. 30, male, with

* The staining for ¢TnT showed depletion in all control
hearts. All butone control case showed largely no staining
for ¢cTnl Ewven after a second repetition of the staining,
¢Tnl could not be detected at all in the examined tissue.

Table 4 Stining results of control hearts without early ischemia/
myocardial infarction using the following evaluation system:
Dityrosine: o, no positive staining; x, positive staining of single cells;
xx, positive staining of groups of cells; xxx. positive staining of cells in
large tissue areas. Connexin 43: o, no positive staining; x, positive

ischemic preconditioning, time after ligation 30 min, cTnT; ¢ no. 9, male,
without ischemic preconditioning, time after ligation 50 min, Cx43; d no.
34, male, with ischemic preconditioning, time after ligation 50 min, Cx43

Only in one male heart which was subjected to ischemic
preconditioning did ¢Tnl show a staining result.

staining located in the intercalated discs only; xx, lateralisation of staining
to cell membranes and positive staining of intracellular space of single
cells; xxx, positive intracellular staining of cells in larpe tissue areas.
Troponins [ and T: 0, no depletion; x, depletion of single cells; xx, deple-
tion of cells in large tissue areas; xxx, depletion of the majority of tissue

No. Description

cl Male heart, mounted on Langendorf system without manipulation for 60 min.
c2 Male heart. mounted on Langendorff system without manipulation for 60 min.
3 Female heart, mounted on LangendorfT system without manipulation for 60 min.

o4 Male heart, fixed in formalin directly after excision
c5 Male heart, fixed in formalin directly after excision
of Female heart, fixed in formalin directly after excision

&7 Male heart, mounted on Langendorff system and received ischasmic preconditioning protocol
ci Male heart, mounted on Langendorff system and received ischaemic preconditioning protocol

Dityrosine Cxd3 cTnl ¢TnT

SQQEEDOD
05{[:;55:{00
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Typical examples for the smining results can be found in
Fig. 3.

Discussion

Previous studies revealed that dityrosine, as well as ¢Tnl and
¢TnT can be used as immunohistochemical markers for early
myocardial ischemia [ 1-4]. The use of Cx43 has not been thor-
oughly investigated so far, but first results are promising [4].
Though the impact of sex and ischemic preconditioning on the
severity and outcome of myocardial infarction has already been
described, there are no studies regarding the impact of sex and
ischemic preconditioning on the immunoh istochemical markers
for the diagnosis of early myocardial ischemia so far. Whereas
studies based on human cases will suffer from the lack of clin-
ical nformation, standardised experiments are possible with the
isolated Langendorff heart model.

Ischemic preconditioning in the animal model

With the Langendorff-system, global ischemia as well as
localised ischemic events of a defined time can be generated

Fig. 3 Examples for staining results of control hearts compared to study
hearts, 100-fold magnification: a no. cl, male, 60 min in Langendorff
system without manipulation, ¢Tnl; b no. 11, male, time after ligation

and later evaluated with regard to immunohistochemical stain-
ing of the markers mentioned above. One difficulty of estab-
lishing ischemic preconditioning in the animal model is the
varety of protocols for such. Research on global ischemia
snggests that periods of 15 to 45 min of global ischemic pre-
conditioning account for a visible reduction in infarction size
[15, 16]. Ischemic intervals of 2 to 15 min have been used
before in canine, pig, and rabbit models to achieve the effectof
myocardial preconditioning [13, 14, 20-22]. Tschemic precon-
ditioning in rat hearts was achieved by Liu and Downey [12]
by inducing three serial 5-min coronary arterial occlusions,
establishing that the threshold for protection in rat hearts is
above a single 5-min occlusion. However, this protocol
employed left main coronary occlusion, rather than introduc-
ing a global ischemia to the heart. We decided to employ a
protocol of global ischemia of one interval of 30 min to
achieve a maximum effect of pre-infarction ischemia, so as
to make sure that the global ischemia lasted long enough to
potentially elicit the markers we tested. Considering that the
first window of protection after classical ischemic precondi-
tioning is defined as 2h [17, 18], we decided on a reperfusion
time of 60 min to allow for sufficient functional recovery
before LAD occlusion took place. The duration of LAD

(]

..I'.
o ]

60 min, cTnl; ¢ no. ¢2, male, 60 min in Langendorff system without
manipulation, cTnT; d no. 12, male, time after ligation 60 min, cTnT
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occlusion varied between 10 and 60 min, therefore well within
the time frame of a 2-h protection period after ischemic pre-
conditioning took place.

When considering a protective effect of ischemic precon-
ditioning, it needs to be taken into account that a difference
exists between acute preconditioning and delayed precondi-
tioning. In terms of the classical or acute preconditioning, it is
important for the preconditioning and a subsequent ischemia
to take place less than approximately 2 h apart, or the effect of
protection through preconditioning will be lost [17, 18].
Another, so-called second window of protection occurs 24 h
after preconditioning [17, 18]. In the experimental animal
model, these time frames can be easily adapted and applied
to achieve a protective effect. However, the resulting implica-
tions are that in routine case work, where the time interval
between transient global ischaemia and myocardial infarction
cannot be safely established, markers that appear to be sensi-
tive to the protective effect ofischemic preconditioning might
only be reliable to a certain extent.

The impact of sex and ischemic preconditioning
on the detection of the markers dityrosine, Cx43,
and troponins T and |

As a protein product occurring only after an event of oxidative
siress, previous research has established that dityrosine can be
considered a selective marker for tissue damage [23]. No dif-
ferences in the intensity or the staining pattern of dityrosine
were detected when comparing hearts of both sexes, or hearts
with ischemic precondifioning.

In myocardial ischemia, Cx43 undergoes progressive de-
phosphorylation with dephosphorylated Cx43 being primarily
located in the intercalated discs. With ongoing ischemia, de-
phosphorylated Cx43 accumulates and translocates into intra-
cellularpools [24]. Sabatsso etal [4] described an expression
of dephosphorylated Cx43 after 15 min of ischemia, with the
accumulation of dephosphorylated Cx43 becoming more pro-
nounced with increased duration of ischemia. In the current
study, dephosphorylated Cx43 staming was positive as early
as 10 min after the occurrence of ischemia, starting with local-
1sed staining mostly in the intercalated discs, and becoming
more pronounced with longer survival times. This marker, just
like dityrosine, exhibited no significant difference when com-
paring male and female hearts. However, the occurrence of
dephosphorylated Cx43 was less pronounced when hearts had
received ischemic preconditioning. One possible explanation
for these findings might be a cardioprotective effect of pre-
conditioning, which has been shown to reduce the severity of
myocardial infarction in experimental settings [11-14].
Preconditioning reduces necrosis as well as apoptosis [16].
This finding suggests that the products of cell damage such
as dephosphorylated Cx43 may also be reduced when infarc-
tion occurs after a preconditioning situation. An experimental

4 Springer

study on the rat heart in vivo was also able to show that remote
ischemic preconditioning decreased the level of ischemia-
induced dephosphorylation of Cx43 [25], supporting the as-
sumption that ischemic preconditioning as such has a
inhibiting effect on the occurance of dephosphorylated Cx43
in myocardial tissue.

¢TnT and ¢Tnl have previously shown to be sensitive im-
munohistochemical markers of cardiac ischemia of several
hours [3, 26]. Furthermore, ¢TnT and ¢Tnl were visibly de-
pleted after 1 h of ischemia in an experimental setting using rat
hearts [4]. A study using post-mortem pericardial fluid as well
as serum revealed a correlation between the presence of cThl
and previous myocardial infarction, which indicated a detect-
able depletion of ¢Tnl from cardiac tissue [27]. In the current
study, cTnT was depleted as early as 10 min after ligation, in
both male and female hearts. When looking at hearts with
ischemic preconditioning, the depletion of ¢TnT was more
pronounced in comparison to hearts without preconditioning,
whereas both troponins seemed to be somewhat less depleted
in female hearts when compared to males. However, the over-
all depletion of both troponins was relatively pronounced,
which makes it difficult to capture the described differences.
All control hearts that only underwent ischemic precondition-
ing and no subsequent myocardial infarction also showed de-
pletion of ¢TnT. A more pronounced depletion of ¢TnT in
myocardial tissue which has been exposed to ischemic pre-
conditioning 1s what might be expected, considenng that se-
rum troponin elevation is a common diagnostic marker for
ischemic heart conditions. In this study, also mounting the
hearts on the Langendorff system and leaving them there for
60 min without any manipulation led to a depletion of ¢TnT.
The results of staining for ¢Tnl in the study groups were over-
all similar to those obtained by ¢TnT. However, when looking
at the controls, most of the hearts tested presented no staining
at all for cTnl Since the identical hearts showed staining re-
sults when using the other three markers, we do not suspect an
underlying inadequacy of the Langendorff experiment or the
staning protocol; even more, since we repeated the staining
procedure with new tissue sections and new antibodies. Stll
the control hearts in question showed absolutely no staining at
all while tissue sections from other hearts presented convine-
ing staining results. The marker ¢Tnl may have been affected
by such circumstances as the fixation in formalin. A study by
Kobayashi et al. [28] for example showed that myoglobin,
which also serves for a marker of myocardial infarction, may
appear depleted due to exudation of myoglobin during forma-
lin fixation. This may also hold tue for other immunohisto-
chemical markers. However, this is just an explanation attempt
because one might raise the objection that in this case similar
staining results for ¢Tnl in the study groups had to be expected
as well, because all hearts we examined were fixed in formalin
for a period of time before being stained. But since ¢Tnl ex-
hibited very promising results in the study groups and a
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methodological emror had been excluded, we cannot explain
why a large part ofthe control group yielded no positive stain-
ing at all. Although these findings are puzzling, we think it is
important to present them in this context because they call for
further investigation and should be taken into account when
using ¢Tnl as an immunohistochemical marker for research on
early myocardial ischemia. In general, considering the very
pronounced depletion of both troponins even when looking
at the control group, both markers appear to be too sensitive to
any myocardial damage for their use as markers of early myo-
cardial ischemia in a daily routine.

Conclusion

According to the presented results of experimental data, sex
does not have a relevant impact on the detection of the inves-
tigated markers, only troponins seem to be (slightly) affected
by it In contrast, effects of ischemic preconditioning on pat-
tern and occurrence of an immunochistochemical marker were
evident at least for the markers Cx43, ¢Tnl, and ¢cTnT.
Troponins were markedly depleted even in controls with is-
chemic preconditioning only (and no subsequent myocardial
infarction). If this finding from the animal model can be trans-
ferred into human cases, it would implicate that a lethal infarc-
tion cannot be clearly separated from a non-lethal period of
ischemia by the immunochistochemical detection of troponins.
Dephosphorylation of Cx43, on the other hand, might be
inhibited by non-lethal ischemic events and the detectability
of dephosphorylated Cx43 after a following infarction mark-
edly reduced. This is in line with clinical data revealing a
protective effect of ischemic preconditioning [9, 10]. The find-
ings of this study—though collected with a limited number of
cases and in an animal model—strongly suggest that some of
the markers investigated are indeed sensitive for influences
such as ischemic preconditioning. This has to be taken into
account when further experimentally evaluating the tested
markers for a use in everyday routine.

Compliance with ethical standards

The experiments in this smdy were conducted in accordance with the
Gierman legislation on protection of animals and the Guide for the Care
and Use of Labomtory Animals published by the US National Institutes
of Health (NTH Publication No. 83-23, revised 1996). The protocol for the
Langendorff experiments was approved by the local Animal Fthics
Committee (Project No. O 27/11).
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Effekten einer Arrhythmie auf die

untersuchten Marker

In die unter Kapitel 2 angeflhrte Publikation ging nur ein Teil der
erhobenen Daten ein. An einigen wenigen Herzen wurde orientierend gepruft,
ob provozierte Arrhythmien einen Effekt auf die untersuchten Marker haben
konnen. Die in der Publikation nicht erwahnten Daten werden im folgenden
Abschnitt beschrieben.

3.1 Methode

Die Experimente wurden wie auch in der Publikation von Scholl et al.
(2018) beschrieben entsprechend des Langendorff-Protokolls aus der Studie
von Mayer et al. (2016) durchgefuhrt.

Um das Verhalten der in dieser Arbeit untersuchten
immunhistochemischen Marker bei Auftreten einer Arrhythmie zu erfassen,

wurden folgende weitere Experimente durchgefuhrt:

- Zwei mannlichen und zwei weiblichen Rattenherzen wurden in der
Langendorff-Anlange zwischen 1 und 3 Elektroschocks von 26V mit
einer Frequenz von 20ms-1 zugeflgt

- Zwei Herzen mannlicher Ratten wurden aullerdem zuerst einer
globalen ischamischen Prakonditionierung unterzogen und wurden
anschlieltend 1 bis 3 Elektroschocks von 26V mit einer Frequenz von

20ms-1 ausgesetzt.

Alle mit Elektroschock behandelten Herzen verblieben nach dem letzten Schock
noch weitere 30 Minuten an der Langendorff-Anlage um einen normokarden

Sinusrhythmus wiederherzustellen, bevor sie in Formalin fixiert wurden. Die
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weitere Bearbeitung der Proben, sowie die Farbung erfolgten wie bei Scholl et
al. (2018) beschrieben.

3.2 Resultate

In Tabelle 2 werden die Resultate dieser Experimente zusammengefasst.

Nr.

Beschreibung

Farbung
Dityrosin

Farbung
Cx43

Farbung
cTnl

Farbung
cTnT

c9

c10

c11

c12

c13

cl14

Herz mannlicher Ratte, in der
Langendorff-Anlage perfundiert und mit
Elektroschocks behandelt

Herz mannlicher Ratte, in der
Langendorff-Anlage perfundiert und mit
Elektroschocks behandelt

Herz weiblicher Ratte, in der
Langendorff-Anlage perfundiert und mit
Elektroschocks behandelt

Herz weiblicher Ratte, in der
Langendorff-Anlage perfundiert und mit
Elektroschocks behandelt

Herz mannlicher Ratte, in der
Langendorff-Anlage perfundiert, globaler
ischamischer Prakonditionierung
unterzogen und mit Elektroschocks
behandelt

Herz mannlicher Ratte, in der
Langendorff-Anlage perfundiert, globaler
ischamischer Prakonditionierung
unterzogen und mit Elektroschocks
behandelt

XX

XX

XX

XX

XX

XXX

XX

XXX

XXX

XX

XXX

XXX

XX

XX

Tabelle 2: Ergebnisse der Untersuchung von Herzen mannlicher und weiblicher Ratten, die mit

Elektroschocks behandelt wurden: Dityrosin: o — keine positive Farbung, x — positive Farbung

von einzelnen Zellen, xx — positive Farbung von Gruppen von Zellen, xxx — positive Farbung

von Zellen in groRflachigen Gewebefeldern. Cx43: o — keine positive Farbung, x — positive

Farbung nur in den Glanzstreifen, xx — Lateralisierung der Farbung an Zellmembranen und

positive Farbung von Intrazellularrdumen einzelner Zellen, xxx — positive Farbung von

Intrazellularraumen von Zellen in groRflachigen Gewebefeldern. Troponine | und T: o — keine
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Depletion, x — Depletion einzelner Zellen, xx — Depletion von Zellen in groRflachigen

Gewebefeldern, xxx — Depletion der Mehrheit des Gewebes.

Ein Herz einer mannlichen Ratte welches Elektroschocks ausgesetzt
wurde zeigte keine Farbung von Dityrosin. Das zweite Herz einer mannlichen
Ratte welches Elektroschocks ausgesetzt wurde zeigte ein positives
Farbeergebnis, dieses stellte sich jedoch im Vergleich zu den Studienherzen
(siehe auch Scholl et al., 2018) als eher diffuse und mit Blick auf das gesamte
Herz zum Teil ringformige Farbung der Zellen dar. Selbiges Muster wurde
beobachtet in den zwei Herzen mannlicher Ratten mit globaler ischamischer
Prakonditionierung und anschlieBenden Elektroschocks. Die Kontrollherzen
weiblicher Ratten, welche Elektroschocks ausgesetzt wurden, zeigten ebenfalls

beide eine solche positive Farbung von Dityrosin.

Eine positive Farbung von Cx43 wurde in allen Elektroschockherzen
auller zwei beobachtet, namentlich zwei mannliche Herzen, jeweils mit und

ohne ischamische Prakonditionierung.

Die Farbung von cTnT zeigte eine Depletion in allen mit Elektroschocks
behandelten Herzen. Demgegenuber konnte in der Halfte der mit
Elektroschocks behandelten Herzen keinerlei Anfarbung von cTnl festgestellt
werden, gerade so, als wurde eine vollstandige Depletion vorliegen. Auch
nachdem die Farbung von cTnl ein zweites Mal wiederholt wurde, um einen
Fehler beim Farbungsvorgang auszuschliel3en, blieb dieses auffallige Resultat
bestehen. cTnl konnte lediglich in einem Herzen einer mannlichen Ratte mit
Prakonditionierung und Elektroschocks, einem Herz einer mannlichen Ratte mit
Elektroschocks ohne vorangehende Prakonditionierung und einem Herz einer
weiblichen Ratte welches Elektroschocks erhalten hatte Uberhaupt
nachgewiesen werden. Die Farbeergebnisse in diesen Fallen zeigen eine
ausgedehnte Depletion bei allerdings weiterhin erhaltener Anfarbbarkeit in

einigen Arealen.
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4 Diskussion

Studien in der Vergangenheit konnten zeigen, dass sowohl Dityrosin, als
auch cTnl und cTnT als immunhistochemische Marker fur frihe Myokardinfarkte
eingesetzt werden konnen (Mayer et al., 2014; Mayer et al., 2016; Campobasso
et al., 2008; Sabatasso et al., 2016). Wahrend Cx43 noch nicht als Marker in
der Routine etabliert wurde, zeigen bisherige Studien jedoch vielversprechende
Resultate (Sabatasso et al., 2016). Bislang gibt es keine Studien, die das
Verhalten der genannten Marker unter Umstanden, die nachweislich einen
Einfluss auf das Auftreten eines Myokardinfarktes haben kdnnen, Uberprift

haben.

Das isolierte Rattenherz nach Langendorff stellt eine gute Moglichkeit
dar, dieser Frage experimentell nachzugehen. Die vorliegende Arbeit
untersucht die Frage des Einflusses von Geschlecht und ischamischer
Prakonditionierung auf die zuvor genannten Marker. Am Langendorff Herz
konnen eine globale Ischamie, sowie auch lokalisierte Infarktgeschehen
kontrolliert generiert werden. Durch anschlieende immunhistologische
Farbungen von feingeweblichen Schnitten der Herzen koénnen die Marker

nachgewiesen werden.

4.1 Geschlecht

Aus der aktuellen Studienlage geht hervor, dass das weibliche
Geschlecht einen protektiven Effekt auf die Schwere von Herzerkrankungen zu
haben scheint (Isles et al., 1992; Guerra et al., 1999; Wang et al., 2010; Bae
und Zhang, 2005; Song et al., 2003). Ein genauer Mechanismus dieser

Kardioprotektion wird noch diskutiert, es wurde jedoch Ostrogen als wichtiger
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Faktor fur die Limitation der Apoptose in weiblichen Myokardzellen im Falle
einer Ischamie identifziert (Wang et al., 2010; Patten et al., 2004; Luczak und
Leinwand 2009). In Maus-Modellen wurde gezeigt, dass ein Ostrogen-Rezeptor
gekoppelter Mechanismus eine Signalkaskade auslost, welche bestimmte
Effektoren aktiviert, die eine Apoptose unterdriicken kdnnen (Wang et al., 2010;
Patten et al.,, 2004). Im Blick darauf war zu erwarten, dass die jetzt
untersuchten Marker infolge eines besseren Schutzes der Zellen vor oxidativem
Stress bei weiblichem Geschlecht weniger ausgepragt auftreten bzw. weniger
depletiert sind. Insbesondere fur Cx43 und die Troponine, die als direktes

Resultat von Zelluntergangen auftreten, waren Unterschiede zu erwarten.

Mittels Versuchen an der Langendorff-Anlage testeten Bae und Zhang
(2005) Unterschiede der Geschlechter im Hinblick auf kardialen
Funktionsverlust bei Ischamie. Die Ergebnisse zeigten, dass Herzen von
weiblichen Ratten eine bessere Funktion des linken Ventrikels behielten und ein
deutlich verringertes Infarktareal aufwiesen als Herzen von mannlichen Ratten.
Die Infarktgrofe wurde in dieser Studie jedoch mithilfe von computerisierter
Planimetrie analysiert, daraus ergibt sich demnach keine optimale
Vergleichbarkeit mit einer immunhistochemischen Analyse, wie sie in dieser

Studie durchgeflhrt wurde.

4.1.1 Dityrosin

Wie bereits beschrieben, kann Dityrosin als selektiver Marker fur
Gewebeschaden durch oxidativen Stress verwendet werden (Giulivi und
Davies, 1994). Dityrosin ist jedoch kein spezifischer Marker fur durch einen
Myokardinfarkt verursachte Schaden, da die Produktion von Dityrosin aus
jeglicher Art von oxidativem Stress, dem das Herz ausgesetzt ist, entstehen
kann. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Dityrosin ein differenziertes
Muster in den Farbungen aufweist, anhand dessen es madglich ist, ein

Infarktgeschehen von etwaigen anderen myokardialen Schadigungen im
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Tiermodell sowie auch menschlichem Gewebe abzugrenzen (Mayer et al.,
2014; Mayer et al., 2016). In unserer Studie (Scholl et al., 2018) zeigte Dityrosin
ein ahnliches Muster der Farbung bei den mannlichen Rattenherzen in der
Langendorff-Anlage, wie schon zuvor durch Mayer et al. (2016) beschrieben. Im
direkten Vergleich zwischen Herzen von mannlichen und weiblichen Ratten liel3
sich kein Unterschied in der Intensitat oder dem Muster der Farbung
nachweisen. Nach Literaturangaben soll es jedoch auch im Zusammenhang mit
oxidativem Stress Unterschiede zwischen den Geschlechtern geben, wobei das
weibliche Geschlecht weniger anfallig fur diesen zu sein scheint (Davies, 2005).
So konnte in einer Studie an Rattenherzen nachgewiesen werden, dass bei
weiblichem Geschlecht das Gewicht zwischen ROS und Antioxidantien
zugunsten letzterer ausfallt, sodass oxidativer Stress in weiblichen Ratten
besser kompensiert werden kann (Barp et al., 2002). Aufgrund dieser
Erkenntnisse ware zu erwarten, dass Dityrosin als Marker fir den oxidativen
Stress in weiblichen Rattenherzen geringer ausgepragt zu finden ware. Jedoch
zeichneten sich in unserer Studie (Scholl et al., 2018) keine Unterschiede
zwischen den Geschlechtern in Bezug auf die Anfarbung und damit das
Auftreten von Dityrosin ab. Dies konnte dadurch erklart werden, dass
moglicherweise vorhandene Unterschiede in den Effekten von oxidativem
Stress zwischen den Geschlechtern quantitativ. und/oder qualitativ so
ausgepragt sind, dass sie durch das semi-quantitative Beurteilungssystem
immunhistochemischer Farbungen nicht ohne Weiteres dargestellt werden

konnte.

4.1.2 Connexin 43

Connexin 43 als vielversprechender Marker des frihen Myokardinfarktes
lie® sich auch in unserer Studie (Scholl et al., 2018) in Herzen mit einer
Uberlebenszeit ab 10 Minuten nachweisen. Das Muster der Farbung begann
hierbei in Herzen mit 10-mindtiger Uberlebenszeit lokalisiert zumeist noch in
den Glanzstreifen, mit langeren Uberlebenszeiten verstarkte sich die Intensitat

der Farbung und die Verteilung breitete sich auch auf den Intrazellularraum aus.
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Dieser Marker zeigte, ebenso wie Dityrosin, keine deutlich zu differenzierenden
Unterschieden im Vergleich von mannlichen und weiblichen Rattenherzen. Eine
mogliche Erklarung hierfur ist, dass das Ausmald eines potentiellen Schutzes
vor Apoptose in der immunhistochemischen Farbung nur eingeschrankt zu

beurteilen ist, ahnlich wie bereits fir Dityrosin diskutiert.

4.1.3 Troponinelund T

Die Troponine T und | haben sich bereits als sensitive
immunhistochemische Marker einer mehrstindigen kardialen Ischamie des
menschlichen Gewebes gezeigt (Ortmann et al.,, 2000; Campobasso et al.,
2008) und ebenso in experimentellen Studien an Rattenherzen, in denen cTnT
und cTnl in der immunhistochemischen Farbung deutlich vermindert waren
nach einstindigen Ischamiezeiten (Sabatasso et al., 2016). Des Weiteren
konnte eine Studie, welche postmortal perikardiale FlUssigkeit sowie Serum
untersuchte, feststellen, dass es eine Korrelation gibt zwischen dem Nachweis
von cTnl im untersuchten Material und zuvor stattgehabten Myokardinfarkten
(Osuna et al., 1998). Dies impliziert, dass die Freisetzung von cTnl ebenfalls als
Depletion dieses Markers im myokardialen Gewebe nachgewiesen werden
konnte. In der hier durchgeflhrten Studie konnte gezeigt werden, dass cTnT
bereits nach Uberlebenszeiten von 10 Minuten verringert nachweisbar war,
sowohl in mannlichen, als auch in weiblichen Studienherzen. Zudem wurde ein
Unterschied in der Auspragung der Depletion von Troponin in weiblichen
Rattenherzen im Vergleich zu mannlichen beobachtet, wobei die Depletion in
weiblichen Studienherzen deutlich geringer ausgepragt war. Dies spricht fur
eine im Vergleich geringere Schadigung der Muskelzellen bei weiblichen
Individuen, was unter Berucksichtigung der Literatur zur besseren Protektion
weiblicher Herzen bei Ischamie (Dunlay und Roger, 2012; Guerra et al., 1999;

Patten et al., 2004; Wang et al, 2010) auch zu erwarten ware.
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4.2 Ischamische Prakonditionierung

In der Diskussion um den protektiven Effekt der ischamischen
Prakonditionierung muss berucksichtigt werden, dass ein Unterschied besteht
zwischen der klassischen, bzw. akuten Prakonditionierung und der verzogerten
Prakonditionierung. Studien haben gezeigt, dass es fur die klassische
Prakonditionierung von Bedeutung ist, dass das Zeitintervall zwischen der
Prakonditionierung und der darauffolgenden Ischamie nicht mehr als 2 Stunden
auseinanderliegen darf, anderenfalls geht der protektive Effekt durch diese
verloren. Ein weiteres, sogenanntes zweites Fenster entsteht dann jedoch 24
Stunden nach der Prakonditionierung (Carden und Granger, 2000; Korthuis et
al., 1998). Im Realfall der forensischen Praxis ist aber das Zeitintervall zwischen
einer transienten Ischamie und einem Mpyokardinfarkt in aller Regel nicht
bekannt. Diese Tatsache muss in Betracht gezogen werden, sollten Marker so
wie Cx43, welche laut den Ergebnissen dieser Studie (siehe Scholl et al., 2018)
sensitiv auf ischamische Prakonditionierung reagieren, in der postmortalen

Diagnostik angewandt werden.

4.2.1 Dityrosin

Das Verhalten von Dityrosin nach ischamischer Prakonditionierung lasst
keine Unterschiede in Intensitat oder Muster erkennen im Vergleich zu Herzen,
die keiner Prakonditionierung unterzogen wurden. Dies lasst sich durch das
Auftreten von Dityrosin als unspezifisches Produkt von oxidativem Stress
(Giulivi und Davies, 1994; Giulivi et al., 2003) erklaren. Bei der
Prakonditionierung kommt es zu einer Anpassungsreaktion auf den initial
ausgelosten oxidativen Stress, sodass Dityrosin hier vermutlich als Produkt

dessen nachgewiesen wird.
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4.2.2 Connexin 43

Das Auftreten von Cx43 schien generell vermindert in Herzen, die einer
ischamischen Prakonditionierung unterzogen wurden (Scholl et al., 2018). Eine
mogliche Erklarung fir dieses Verhalten von Cx43 koénnte der kardioprotektive
Effekt der Prakonditionierung sein, welcher nachweislich in experimentellen
Studien die Schwere von Myokardinfarkten beeinflussen konnte (Ovize et al.,
1992; Liu und Downey, 1992; Schott et al., 1990; Murry et al., 1986). Eine
Prakonditionierung kann sowohl Nekrosen als auch Apoptose infolge eines
Mykoardinfarktes reduzieren (Efstathiou et al., 2001), was dazu fuhren konnte,
dass auch Produkte des Zelluntergangs sowie Cx43 vermindert nachweisbar
sind. Eine experimentelle Studie von Brandenburger et al. (2014) an
Rattenherzen in vivo konnte nachweisen, dass die sogenannte entfernte
ischamische  Prakonditionierung die Menge von Infarkt-induzierter
Dephosphorylierung von Cx43 reduziert. Bei dieser Art von Prakonditionierung
wurde eine vorubergehende Ischamie der Extremitaten herbeigefuhrt, welche
schlie8lich die gemessene Infarktgrofde einer regionalen myokardialen Ischamie
verringern konnte. Diese Resultate stutzen die Annahme, dass auch eine
globale ischamische Prakonditionierung einen verringernden Einfluss auf das
Auftreten von dephosphoryliertem Cx43 in myokardialem Gewebe hat. Jedoch
fanden Tansey et al. (2006) heraus, dass es zu deutlichen Veranderungen in
der Struktur des Myokards und somit der Integritat des zellularen Aufbaus
kommt, unter anderem auch den Gap Junctions, in direkter Korrelation mit einer
bis zu 30-minltigen Ischamiezeit und anschlieRender Reperfusion. Die Studie
konnte erhohte Mengen dephosphoryliertes Cx43 nach erfolgter Ischamie in der
immunhistochemischen Analyse feststellen. Auch diese Resultate sind
vereinbar mit den Ergebnissen unserer Arbeit (Scholl et al., 2018). Es wurde
zwar im direkten Vergleich von prakonditionierten und nicht prakonditionierten
Herzen wesentlich weniger Cx43 in prakonditionierten Herzen gefunden, jedoch
war Cx43 dennoch in einigen der prakonditionierten Herzen nachweisbar. Eine
Schadigung der Myozyten entsteht demnach auch bei der Prakonditionierung
und darauffolgendem Infarkt, jedoch scheint diese im Fall von Cx43 wesentlich

geringer ausgepragt zu sein als bei Infarkt-Herzen ohne Prakonditionierung.
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4.2.3 Troponine lund T

Die Depletion des Markers cTnT schien verstarkt zu sein in Herzen die
vor dem Herbeifiihren eines Myokardinfarktes dem Protokoll der ischamischen
Prakonditionierung unterzogen wurden. In allen Kontrollherzen, die lediglich
einer ischamischen Prakonditionierung ohne darauffolgenden Infarkt
unterzogen wurden, zeigte sich ebenfalls ein verminderter Nachweis von cTnT
(Scholl et al., 2018). Eine deutliche Verringerung des Vorkommens von cTnT in
myokardialem Gewebe nach ischamischer Prakonditionierung ist durchaus zu
erwarten, insbesondere vor dem Hintergrund, dass der Nachweis eines
erhdhten Serum-Troponins ein gangiges Mittel zur klinische Diagnostik von
ischamischen Herzerkrankungen darstellt. Die Resultate der Farbung von cTnl
der Studienherzen stimmte generell tGberein mit den Ergebnissen, welche die

Farbung von cTnT erzielte (Scholl et al., 2018).

4.3 Effekte einer provozierten Arrhythmie auf die

untersuchten Marker

Um zu testen, welches Verhalten die Marker unter anderen auferen
Einflussen zeigten, die zu funktioneller und struktureller Schadigung des
Myokards fuhren konnen, wurden einige der Herzen mit Elektroschocks
behandelt. Der Marker Dityrosin zeigte positive Ergebnisse in 4 von 6 dieser
Herzen (siehe Tabelle 2), jedoch in anderen Lokalisationen als denen, die in
den Studienherzen dominierten (Infarktarealen) (Scholl et al., 2018). Diese

Resultate stimmen Uberein mit der vorausgegangenen Studie von Mayer et al.
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(2016), welche feststellte, dass Dityrosin zwar nicht nur bei Myokardinfarkten
auftritt, bei diesen aber mit charakteristischem Verteilungsmuster. Demnach
zeigte sich auch in der aktuellen Studie, dass das Auftreten von Dityrosin zwar
nicht spezifisch an ischamische Ergeignisse gekoppelt ist, Dityrosin aber
dennoch ein valider Marker ist, um pathologische Veranderungen an Myokard

infolge von oxidativem Stress sichtbar zu machen.

In allen aulRer einem der mit Elektroschocks behandelten Herzen zeigte
sich eine positive Farbung einzelner Zellen fur Cx43. Das Muster dieser Zellen
entsprach nicht dem eher umschriebenen Muster der Farbung, welches sich in
den Herzen der experimentellen Gruppen mit Myokardinfarkten zeigte (Scholl et
al., 2018). Dies lasst vermuten, dass Cx43 nicht ausschliel3lich bei myokardialer
Ischamie auftritt, sondern in anderem Verteilungsmuster ebenfalls auf andere,

nicht primar-ischamische Schaden des Herzens hinweisen kann.

Der Marker cTnT war sichtbar vermindert in allen Herzen mit
Elektroschockbehandlung. Im Hinblick auf die Tatsache, dass cTnT ein relativ
sensibler Marker fir bereits kleinste Nekrosen ist, kann die Depletion von cTnT
in diesem Fall am ehesten im Rahmen von strukturellen Schaden des Herzens
interpretiert werden. Diese Interpretation wird gestutzt durch die Ergebnisse
einer Studie, die zeigte, dass Patienten, welche einer
Radiofrequenzkatheterablation unterzogen wurden, eine Erhdhung des
kardialen Troponins im Serum aufwiesen, welche am Ehesten durch die direkte

traumatische myokardiale Verletzung ausgelést wurde (Korff et al., 2006).

Die Herzen nach Elektroschockbehandlung zeigten zudem groRtenteils
gar keine Anfarbung von cTnl, auch nach Wiederholung der Farbung fur die
komplette Reihe. Jedoch gingen wir nicht von einer vollstdndigen Depletion aus,
da selbst die sonst in den Kontrollherzen zu beobachtenden Farbeartefake
fehlten. Im Vergleich dazu konnte beispielsweise bei den Herzen mit lokaler
Ischamie und Prakonditionierung (aus Scholl et al., 2018) zudem auch bei
starker Depletion nach wie vor eine Farbung in den nicht betroffenen Arealen

erkannt werden. Dieselben Herzen nach Elektroschockbehandlung zeigten
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aullerdem plausible Ergebnisse fur die Farbungen der anderen drei
untersuchten Marker, so dass hier nicht davon ausgegangen werden kann,
dass das vollige Fehlen von cTnl in der Mehrzahl dieser Herzen Folge eines
Fehlers im Experiment oder wahrend des Farbens ist. Es muss an dieser Stelle
in Betracht gezogen werden, dass cTnl gegebenenfalls durch noch nicht genau
fassbare Einflisse aus dem Myokard 'herausgelost' wurde. Fraglich ware als
Ursache die Fixation der Herzen in Formalin Uber einen langeren Zeitraum zu
diskutieren. So zeigte eine Studie durch Kobayashi et al. (2017), dass
Myoglobin, ebenfalls aufgrund einer Depletion als Marker fur Myokardinfarkte
gebrauchlich, in der immunhistochemischen Farbung moglicherweise
vermindert nachweisbar ist, da es in Formalin aus dem Gewebe freigesetzt
wird. Dies kénnte eventuell auch fur andere immunhistochemische Marker der
Fall sein. Jedoch ware dann zu erwarten, dass auch die Herzen der
Studiengruppe (aus Scholl et al., 2018) vermehrt keine Farbung von cTnl
aufweisen wurden, da diese Herzen ebenfalls Uber einen langeren Zeitraum in
Formalin fixiert waren. In Anbetracht der Tatsache, dass cTnl in den
Studienherzen jedoch problemlos gefarbt werden konnte (Scholl et al., 2018),
kann im Rahmen dieser Studie nicht abschlielend erklart werden, warum dies
in groRen Teilen der Gruppe nach Elektroschockbehandlung nicht mdglich war.
Diese Erkenntnis sollte jedoch berucksichtigt werden, wenn cTnl als Marker in
der Routine verwendet wird und geben aullerdem Anlass fir weitere

Untersuchungen zu dieser Frage.

4.4 Schlussfolgerungen

Die hier durchgefuhrte Studie zeigt, dass obgleich klinische und auch
experimentell nachweisbare Unterschiede zwischen den Geschlechtern im Falle

eines Herzinfarktes im Hinblick auf Uberlebensraten, Funktionsverlusten oder

34



morphologische Charakteristiken von Myokardinfarkten bestehen mdgen, die
immunhistochemische Analyse der Marker Dityrosin und Cx43 im Tiermodell
jedoch keinen bedeutsamen Unterschied aufweist. Hingegen konnten sowohl
fur ¢cTnT als auch fur cTnl eine verminderte Depletion in weiblichen

Studienherzen nachgewiesen werden.

Anders verhalt es sich im Hinblick auf die ischamische
Prakonditionierung. Wahrend Dityrosin als einziger Marker keine deutlichen
Unterschiede in prakonditionierten Herzen im Vergleich zu nicht
prakonditionierten Infarktherzen zeigte, waren eindeutige Unterschiede in der
Auswertung der Marker Cx43, cTnl und cTnT zu erkennen. Diese hier
gezeigten Unterschiede in Muster und Auftreten der Marker in Herzen mit
ischamischer  Prakonditionierung sollten in die Auswertung einer
immunhistochemischen Diagnostik zuklnftig mit einbezogen werden. Sie
schmalern jedoch nicht die Validitat der hier getesteten Marker fur die Detektion
von frihen Myokardinfarkten. Das Verhalten von cTnl im Bezug auf das
Ausbleiben von Farbung in einem grof’en Teil der Kontrollherzen bleibt in

diesem Kontext jedoch inbesondere offen fur weitere Evaluation.

Dityrosin als Marker zeigt sich in dieser Studie (Scholl et al., 2018) zwar
unbeeinflusst von Geschlecht und ischamischer Prakonditionierung und wurde
als sehr sensitiver Marker fir myokardiale Schadigung bestatigt, dennoch ist es
bei Dityrosin von Belang, fur eine aussagekraftige Auswertung immer auch das
Farbemuster genau zu beachten. Cx43 konnte als Marker des akuten
Myokardinfarktes nach den Ergebnissen dieser Studie im klinischen Setting
beispielsweise bei vorbestehender Angina pectoris gegebenenfalls weniger
oder spater nachweisbar sein. Konkrete Studien zur Nachweisbarkeit von Cx43
nach akutem Myokardinfarkt bei vorbestehender Angina pectoris fehlen bislang.
Die Troponine scheinen generell sehr sensible Marker gegenuber jeder Art von
schadigenden Einflissen auf das Myokard zu sein. Zudem bleibt vor allem cTnl
nicht endgultg einschatzbar und ist daher fur eine Routineanwendung eher nicht

geeinget.
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Generell zeigen die erhobenen Daten, dass neue, potentielle
Infarktmarker immer auch auf ihr Verhalten bezuglich Geschlecht und

ischamischer Prakonditionierung getestet werden sollten.
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5 Limitationen

Die Langendorff-Anlage bietet zwar die Moglichkeit, kontrollierte
Ischamien im experimentellen Rahmen zu untersuchen, dennoch sind diese
Versuche mit Limitationen verbunden. So mussen die Herzen vor dem
Anbringen an der Langendorff-Anlage aus dem Tierkadaver entnommen
werden, dabei lasst sich eine, wenn auch sehr kurzzeitige, Ischamie zu Beginn
nicht vermeiden. Zudem wird das Gewebe auch den Einflussen dieser
mechanischen Manipulation gegenuber ausgesetzt und kénnte gegebenenfalls
dadurch sogar Schaden nehmen. Weiterhin sind die Bedingungen der
Langendorff-Anlage zwar dem physiologischen Kreislauf nachempfunden und
bestmoglich daraufhin angepasst, jedoch gilt auch hier zu erwahnen, dass die
Perfusion nur durch eine Pufferlosung und nicht durch Vollblut erfolgt,
vollkommen physiologische Bedingungen lassen sich bei Experimenten am

Langendorff-Modell nicht darstellen.

Die hier erhobenen Befunde beziehen sich zudem lediglich auf
Rattenherzen in einem kontrollierten, experimentellen Rahmen. Die Ergebnisse
dieser Studie an Tieren kdnnen daher nur mit der entsprechenden Vorsicht auf

Menschen Ubertragen werden.
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