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Kurzdarstellung

Grofde randomisierte Studien zeigen, dass Anamien mit einer signifikanten Beeintrach-
tigung des Outcomes von Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt assoziiert sind. Dies be-
starkt die Definition der Andmie als eigenstéandigen kardiovaskularen Risikofaktor. Mit Ana-
mien verbundene Konfundierungseffekte limitieren Aussagen Uber die Relevanz pathophysio-
logischer Adaptionen der isolierten Anamie und dessen Interaktion mit der Entitat Herz im

Rahmen eines Ischamie/Reperfusionsereignisses.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung der kardialen Funktion in einem
tierexperimentellen Andmie-Modell sowie die Darstellung von Effekten und Interaktionen einer
isolierten Anamie in einem Ischamie/Reperfusionsereignis. Eine Interpretation pathophysiolo-
gischer Adaptionen soll Hinweise auf vermittelnde Mechanismen des mdglichen nachteiligen

Outcomes anamischer Patienten formulieren.

Zur Untersuchung der kardialen Funktion wurde ein standardisiertes Anamie-Modell in
gesunden Wildtyp-Versuchsmausen etabliert. Durch repetitive Blutabnahmen unter adaquater
Substitution kristalloider Losung konnte Uber vier Tage ein akut anamischer Zustand erzeugt
werden, verifiziert durch eine Hamoglobinkonzentration von 7,30 £ 0,59 g/dl. Durch in vivo und
ex vivo Studien anamischer Versuchstiere konnten hamodynamische Adaptionen nachgewie-
sen werden. Anamische Versuchstiere zeigten eine hyperdyname Kreislaufsituation mit Zu-
nahme von Herzzeitvolumen und der myokardialen Kontraktilitdt. Wahrend lokaler Okklusion
des Ramus interventricularis anterior der Arteria coronaria sinistra Uber 45 Minuten konnte bei
anamischen Versuchstieren eine signifikant starkere Beeintrachtigung kardialer Funktionspa-
rameter beschrieben werden. Wahrend der Reperfusionsphase auf Ischamie folgend, zeigten
anamische Versuchstiere eine signifikant hohere Regenerationsfahigkeit ihrer kardialen Funk-
tionen im Vergleich zu nicht-anamischen Kontrollen. Dies begunstigte zum Ende der Reperfu-
sion einen signifikant gesteigerten funktionellen Erhaltungszustand von Anamie unterworfenen
Versuchstierherzen. Die Infarktgrofien in Reaktion auf das Ischamie/Reperfusionsereignis
zeigten sich in anamischen Versuchstiermausen signifikant reduziert. Als moglicher Mediator
wurden Interaktionen mit dem Redoxsystem untersucht. In anamischen Versuchstieren konnte
eine signifikant hohere antioxidative Reserve im Vergleich zu nicht-anamischen Versuchstie-

ren dargestellt werden.

Anamien gehen mit Adaptionen der kardialen Funktion und Integritat einher. Diese sind
wahrend der Ischamiephase durch hohere Beeintrachtigungen zu charakterisieren. Darlber
hinaus besitzen sie das Potenzial protektiv in einem Ischamie/Reperfusionsereignis zu wirken.
Als mdglicher Mediator dieser Effekte konnten protektive Anpassungen des Redoxstatus as-

soziiert sein.



Abstract

Large randomized studies defined anemia as independent cardiovascular riskfactor
with limitations of outcome in patients with acute myocardial infarction. Evaluations of effects
and interactions between pathological adaption resulted from anemia and organ heart were

hindered by confounders. The impact of anemia on ischemia/reperfusion events is still unkown.

The goal of this study was to determine cardial function and integrity in acute anemic
mousemodel. Furthermore experimental studies are aimed at characterization of effects and
impact according to anemia induction in setting of ischemia/reperfusion event. Description and
interpretation of pathophysiological adaptions will give an indication to mediator of adverse

outcome of anemic patients in acute myocardila infarction.

In order to evaluate cardial adaption under experimental anemic conditions, standard-
ized anemia modell was established in healthy wildtype mice. Acute anemia was induced
within four days by repetitive venepuncture at adequate substitution of crystalloid solution. A
manifest anemia, was confirmed by hemogram, verified in hemoglobin levels of 7.30 £ 0.59
g/dl. In in vivio and ex vivo studies anemic subjects showed altered hemodynamic state. This
definied hyperdynamic circulation with increased cardial output, induced by accelerated hear-
trate and enhanced myocardial contractility in anemic conditions. Throughout the local occlu-
sion of left anterior descending artery, part of A. artery coronary sinistra, for 45 minitues,
anemic mice showed a significant intensified limitation of cardial function and contractility. Du-
ring reperfusion of ischemia area, anemic mice demonstrated significant improved recovery of
cardiac function. At the end of reperfusion cardiac effectiveness constituted superior state of
preservation in comparison with non anemic subjects. Results provided by studies of infarct
size encourage observation. In anemic mice the infarct size, measured by triphenyl tetrazolium
chloride, was reduced significantly. In order to evaluation redox state in anemic and non
anemic organism, glutathione levels were quantfied. Antioxidative defence as potential media-
tor of protection against injury at ischemia/reperfusion events, was increased in anemic sub-

Jects, associated to significant raised reserve.

The results suggest that anemia caused adaption in cardial function and integrity. Du-
ring ischemia anemia associates cardial function with increased limitiations, but in reperfusion
anemia enables enhanced recovery and reduced infarct size. This attributes the potential of
protection against ischemia/reperfusion event to anemia, probably mediated by modulation of

redox state.
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1. Einteilung

1.1 Anamie

Der Begriff Anamie definiert einen pathologischen Zustand verminderter Sauer-
stofftransportkapazitat, resultierend aus einer Verminderung des sauerstofftragenden Blutfarb-
stoffes Hamoglobin (Hb) bzw. aus einem verminderten Anteil an Erythrozyten am Blutvolumen
[1, 2]. Die weltweite Pravalenz von Anamien wurde von der World Health Organization auf
24,8% geschatzt, wobei eine hohe Alters- und Geschlechtsabhangigkeit aufgezeigt werden
kann [2]. Uber inren Krankheitswert in Form von Bléasse und Abgeschlagenheit hinaus wird die
Manifestation der Andmie in groen klinischen, randomisiert kontrollierten Studien als ein un-
abhangiger Risikofaktor fur Hospitalisierung, Invaliditat, Komorbiditat und Sterblichkeit be-
nannt [3-5].

Das Hb steht in der Funktion des Sauerstofftransportes im Koérper, in welcher es durch
Interaktion mit Sauerstoffmolekilen dem Sauerstoffbedarf von Zielgewebe entsprechen kann.
Nach der World Health Organisation ist eine Verminderung der Hamoglobinkonzentration auf
< 13,0 g/dl (< 8,06 mmol/l) bei Mannern bzw. auf < 12 g/dl (< 7,44 mmol/l) bei Frauen als
pathologischer Zustand im Sinne einer Anamie zu definieren [2, 6]. Fur Kinder gelten Refe-
renzwerte in Abhangigkeit vom Lebensalter. Konkordant kann die Diagnose einer Anamie Uber
eine Bestimmung des Hamatokrits (Hkt) erfolgen, welcher den prozentualen Volumenanteil
der im Blut zirkulierenden zellularen Bestandteile ausdrickt. Da der Grolteil der zellularen
Fraktion im Gesunden durch Erythrozyten gebildet wird, kann der Hkt als indirekter Marker zur
Bestimmung der Erythrozytenanteile im Blut herangezogen werden. So gilt ein Hkt von < 42%
bei Mannern und < 38% bei Frauen als pathologisch im Sinne einer Anamie [7]. Im Gegensatz
zu den Parametern Hb und Hkt, welche mit dem Ausmal} der Anamie korrelieren und daher
unentbehrlich flr deren Diagnostik sind, korreliert die absolute Erythrozytenzahl nicht zuver-
lassig mit einem anamischen Zustand und ist demnach kein empfindlicher Parameter um Ana-

mien zu erfassen.

1.1.1 Atiologie und Systematisierung der Animie

In der Literatur werden viel gerichtete Systematisierungen beschrieben, nach welchen
Anamien klassifiziert und charakterisiert werden kénnen. Am haufigsten angewendet sind Ein-
teilungen nach morphologischer Charakterisierung von Erythrozyten (Erythrozytenindizes)

und nach Darstellung der Atiopathogenese [8].

Anhand der Beschreibung von Erythrozytenindizes kann das vorherrschende Erschei-
nungsbild der Erythrozyten beschrieben und mégliche Atiopathogenesen assoziiert werden.

Abgeleitet aus hadmatologischen MessgroRen kann die Morphologie der Erythrozyten durch



ihre Grofie, dem mittlerem korpuskularen Volumen (MCV) und ihrem Hamoglobingehalt, dem

mittlerem korpuskularen Hamoglobingehalt (MCH) beschrieben werden.

Dabei definiert das MCV das durchschnittliche Volumen eines Erythrozyten, welches unter
physiologischen Bedingungen mit einem Normbereich von 85 - 98 [fl] angegeben werden kann
[7]. Dies erlaubt eine Charakterisierung der Erythrozyten als mikrozytar (MCV < Norm),
normozytar (MCV = Norm) oder makrozytar (MCV > Norm). Weiterfihrend kann durch den
MCH die absolute Menge an Hb pro Erythrozyt beschrieben werden, welche unter physiologi-
schen Bedingungen mit einem Normbereich von 28 - 34 [pg] angegeben werden kann [7]. Dies
erlaubt eine Charakterisierung der Erythrozyten als hypochrom (MCH < Norm), normochrom
(MCH = Norm) oder hyperchrom (MCH > Norm). Erganzend zu diesen Parametern ist als drit-
ter Erythrozytenindex die mittlere korpuskulare Hb-Konzentration zu nennen, welche die Kon-
zentration des Hb innerhalb der Erythrozyten ausdrickt. Aufgrund der meist gleichgerichteten

Veranderung von MCV und MCH verbleibt dieser Parameter haufig unverandert.

Nach MCV und MCH kdnnen Anamien als hypochrom mikrozytar, normochrom normozytar
oder hyperchrom makrozytar charakterisiert werden. Diese Erscheinungsformen sind charak-
teristisch fir die jeweilige Anamieformen und kénnen im Rahmen der Diagnostik, Atiologie

begrenzen und Therapien spezifizieren (Tabelle 1).

Hypochrome mikrozytire Normochrome normozytére Hyperchrome makrozytire
Andmie Anémie Anamie
Erythrozytenindizes: Erythrozytenindizes: Erythrozytenindizes:
MCH |, MCV | MCH norm., MCV. norm MCH 1, MCV
Eisenmangelanamie Héamolytische Anamie Megaloblastischer Anamie
Aplastische Anémie Medikamentds-foxische Induk-
Anemia of chronic disease tion
Renale Andmie
Thalassami Andmie im Rahmen eines myelo-
alassamie Blutungsanamie dysplastischen Syndroms (MDS)

Tabelle 1: Klassifikation von Andmien nach Erythrozytenindizes MCV und MCH. Einordnung von
Anamien nach ihren morphologischen Erscheinungsformen beschrieben durch die hamatologischen
Messparameter des durchschnittlichen Volumens eines Erythrozyten (MCV) und der absoluten Menge
an Hamoglobin pro Erythrozyten (MCH). Dies erlaubt im Rahmen der Diagnostik mdgliche Zuordnungen

zu bedingenden Pathogenesen.



Fur die Einteilung nach Atiopathologien kénnen vier unterschiedliche Entstehungsme-
chanismen beschrieben werden, welche in ihren Auswirkungen andmische Zustande induzie-

ren kdnnen [7, 8]:

(1) Eine Stoérung der physiologischen Erythropoese fuhrt zu einer verminderten Produktion
von funktionsfahigen Erythrozyten und kann als Anamie bedingt durch Bildungsstérungen auf-
gefasst werden. Ursachlich kann ein Fehlen von Stimulationsfaktoren (Mangel an Erythropoe-
tin), eine Stérung in der Bildung und Ausreifung von erythropoetischen Stammzellen, eine Bil-
dungsstdrung bei Substratmangel (Desoxyribonukleinsaure- oder Hamoglobinbildungsstérun-
gen) oder eine multifaktorielle Genese (Anamie bei chronischen Erkrankungen) zugrunde lie-

gen.

(2) Gleichgerichtet wie eine verminderte Bildung von Erythrozyten kann ein gesteigerter Eryth-
rozytenabbau zu einem quantitativen bzw. qualitativen Defizit flihren. Korpuskulare hamolyti-
sche (intraerythrozytare) Anamien beschreiben Beeintrachtigungen der erythrozytaren Integ-
ritdt durch Membran-, Enzym- oder Hamoglobindefekte. Demgegeniber fassen extrakorpus-
kulare hamolytische (extraerythrozytare) Anamien Kausalitdten zusammen, welche durch ex-
terne Faktoren wie Allo- oder Autoantikorper, Arzneimittel, Infektionskrankheiten oder Stoff-

wechselstérungen eine Hamolyse bewirken.

(3) Eine Anamie kann durch eine akute oder chronische Blutung ausgeldst werden, welche
mit einem Verlust von Erythrozyten einhergeht. Reduktionen der Erythrozytenverfiigbarkeiten

limitieren Sauerstofftransportkapazitaten.

(4) Der Pathologie der Anamie durch Verteilungsstérung liegt ein ,,Pooling” von Blutzellen in
der Milz zu Grunde, welches eine Umverteilung von Erythrozyten beschreibt. Dabei stehen

umverteilte Erythrozyten nicht mehr dem Kérperkreislauf zur Verfiigung.

Uber atiopathologische Darstellungen von Anamien hinaus kénnen Andmien auch
nach ihrer Etablierungsgeschwindigkeit und dem Vorhandensein kompensatorischer Regula-
tionen definiert werden. So kdnnen Anamien entweder als akut oder chronisch klassifiziert
werden. Dazu koénnen aus der Literatur keine genauen Definitionskriterien angefiihrt werden,
sondern nur unscharfe Assoziationen von Andmien mit Etablierungszeiten und Atiopathoge-
nesen hergestellt werden [9, 10]. Demnach ist eine akute Anamie als ein plotzlicher Abfall der
Hb-Konzentration zu definieren, welcher regelhaft durch Hamolyse oder akute Hamorrhagien
hervorgerufen wird [9]. Eine chronische Anamie beschreibt demgegentber eine sukzessive
Abnahme der Hb-Konzentration, welche regelhaft durch Substratdefizite, chronische Erkran-
kungen oder vergleichbare Atiologie begriindet wird [9]. Nach einer weiteren Definition entwi-
ckele sich eine akute Blutungsanamie nach einem plétzlichen Blutverlust von mehr als 20%
der Gesamtblutmenge, wahrend chronische Blutungsanamien erst bestiinden, wenn Defizite

durch gesteigerte Erythropoese nicht mehr ausgeglichen werden kénnten [10].



1.1.2 Epidemiologie der Anamie

Den Anamien wurde weltweit eine Pravalenz von rund 25% zugeschrieben, welche
schatzungsweise 1,6 Milliarden Menschen mit einem andmischen Zustand assoziierte [2]. Da-
bei kdnnen Alter, Geschlecht und Lebensumstande als bedeutende Risikofaktoren benannt
werden. In Darstellungen von Anamien in Industrienationen konnte die Pravalenz unabhangig

der Atiopathogenese auf ca. 10% geschétzt werden [11, 12].

Insbesondere Anamien induziert durch Bildungsstérungen von Erythrozyten und Hb
zeigen eine hohe klinische Relevanz [13]. Bildungsstérungen sind haufig durch Nahrstoffman-
gel bedingt, welcher als Resultat eines erhéhten Umsatzes oder unzureichender Aufnahme
aufgefasst werden kann. Als bedeutendste Entitat ist die Anamie im Zuge eines chronischen
Eisenmangels zu nennen, welche atiologisch 80% aller Andmien verantwortet [7]. Dabei sind
besonders Sauglinge und im Wachstum befindliche Kinder durch einen gesteigerten Eisenbe-
darf gefahrdet [2]. Frauen im gebarfahigem Alter sind als Risikopopulation aufgrund der Aus-
schopfung von Eisenreserven durch Menstruation, Graviditat und Laktation zu umschreiben
[2, 14, 15]. Dementsprechend konnte die hdochste Pravalenz von Anamien in der Population
der Kleinkinder (47,4 %) und der Schwangeren (41,8 %) beschrieben werden [2].

Als zweithaufigste Anamieform ist die Anamie bei chronischen Erkrankungen anzufihren, wel-
che im Verlauf von Infektionen, Autoimmunerkrankungen, Diabetes mellitus und malignen Er-
krankungen méglicherweise durch Inhibition der Erythropoese induziert wird [7]. Studien konn-
ten aufzeigen, dass insbesondere in Patientengruppen mit chronischen Nierenerkrankungen
(33,5%), Krebserkrankungen (21,4%), chronischen Herzerkrankungen (17,8%), chronischen
Darmerkrankungen (13,2%), rheumatoider Arthritis (11,9%) und Infektionen mit dem humanen

Immundefizient Virus (10,2%) hohe Pravalenzen einer Anamie zu erwarten sind [16].

In Industrienationen gewinnen Anamien mit fortschreitendem Lebensalter (> 50 Le-
bensjahre) an Pravalenz, wobei eine Zunahme der Inzidenz mit jeder Lebensdekade beschrie-
ben werden kann [11]. Dies konnte in Metaanalysen durch steigende Pravalenzen bei Man-
nern (9,2% auf 23,9%) und Frauen (8,1% auf 24,7%) bestarkt werden [4, 5, 11]. Als zu hervor-
hebende Risikogruppe stellen sich Patienten von Pflegeheimen dar, bei welchen die Pravalenz
eines anamischen Zustandes unabhangig der Atiologie auf 48 - 60% bestimmt wurde [17, 18].
Diese Umstande sind im Zuge der gesellschaftlichen Altersentwicklung kritisch zu betrachten

und steigern die Relevanz des Krankheitsbildes in der medizinischen Versorgung [19].

Global betrachtet, kann die ethnische Herkunft als weiterer unabhangiger Pradiktor de-
finiert werden [5, 20]. Verscharft werden regionale Pravalenzen durch ungleiche Lebensum-
stdnde und erndhrungsbezogene sowie medizinische Versorgungslagen und zeigen sich bei-
spielhaft in Darstellung der Pravalenz von Anamien bei Frauen in Afrika (47,5%) und in Europa
(19%) [2].



1.1.3 Hamodynamische Auswirkungen und Pathophysiologie der Anamie

Die Bereitstellung von Sauerstoff (O2) an Organe und Gewebe unterliegt vielfaltigen
EinflussgrofRen wie Blutfluss und Verteilung (Hdmodynamik), Sauerstofftransportkapazitat des
Blutes und Sauerstoffextraktion im Zielgewebe. Eine Andmie beeinflusst Sauerstoffverfugbar-
keiten primar durch eine verminderte Sauerstofftransportkapazitat des Blutes. Dies ist zu as-
soziieren mit moglichen konsekutiven Limitationen und einer Abnahme der arteriellen O.-Kon-
zentration, welche als anamische Hypoxie definiert wird [21]. Um einen hinreichenden Zustand
der Sauerstoffversorgung zu erhalten und resultierende Dysfunktionen zu kompensieren, rea-
giert der anamische Organismus mit haAmodynamischen Mechanismen und Steigerung der O»

Ausschopfung (Utilisation).

Eine hamodynamische Kompensation verminderter Sauerstofftransportkapazitaten
wird in erster Linie durch eine Steigerung des Herzzeitvolumens (HZV) vermittelt. Adaptionen
beschreiben eine Verringerung der Nachlast, Erhéhung der Vorlast und positiv inotrope und
chronotrope Anpassungen (Abb. 1). Eine Reduktion der Nachlast wird in der Pathophysiologie
der Anamie durch verschiedene Mechanismen induziert, welche in ihrer Gesamtheit zu einem
héherem kardialen Schlagvolumen fuhren [22]. Vasodilatation und Reduktion des totalen pe-
ripheren Widerstandes werden in Anamien vermittelt durch Hypoxie, verringerte Blutviskositat
und eine vermehrte Stickstoffmonooxid (NO) Bereitstellung. Die Reduktion der Blutviskositat
wird in diesem Zusammenhang durch die abnehmende Anzahl der Erythrozyten und Reduk-
tion des Hkt bewirkt. Nach dem Frank-Starling-Mechanismus wird durch den verringerten sys-
temisch-arteriellen Blutdruck (Nachlast), einhergehend mit gesteigerter Auswurffraktion bei
verringertem endsystolischen Flllungsvolumen sowie einem gesteigerten vendsem Ruck-
strom (Vorlast) und einer gesteigerten linksventrikularen Fillung, ein erhéhtes Schlagvolumen
begunstigt [22]. So kann unter andmischen Bedingungen das Mehrwirken des Herzens voran-
ging durch gesteigerte Volumina erklart werden [22]. Dazu konnte gezeigt werden, dass die
kardiale Auswurfleistung bei anamischen Patienten bereits in Ruhe erhoht ist [23]. Erganzend
kann ein Zusammenhang zwischen erniedrigter Hb-Konzentration und erhéhtem Herzindex
(Herzindex = Herzminutenvolumen/Koérperoberflache) beschrieben werden [23, 24]. Einherge-
hend mit der Steigerung der kardialen Auswurfleistung kann eine Steigerung des koronaren
Fluss beschrieben werden [25], welche, durch physiologische Koronarreserven von 400 -
500% des koronaren Flusses in Ruhe, im gesunden Myokard keine Limitierung der hamody-

namischen Kompensation darstellt [26].

Der hohe Wirkungsgrad wird zusatzlich durch gesteigerte Kontraktilitat des Myokards,
vermittelt durch inotrope Faktoren, geférdert. Eine Steigerung der Chronotropie wird durch
eine Hypoxie bedingte Stimulation von Chemorezeptoren und einer Aktivierung sympathiko-

adrenerger hormoneller Regulationen induziert [27—-29]. In chronischen Andmien konnte eine



Steigerung der Chronotropie als relevanter Faktor entkraftet werden [22]. Gestutzt wird dies
durch klinische Beobachtungen, welche zeigten, dass ein intaktes Myokard eine Senkung der
Hb-Konzentration auf 7,5 g/dl durch Steigerung des Schlagvolumens bei konstanter Herzfre-
quenz kompensieren kann [21, 26]. In experimentellen Studien konnte dargestellt werden,
dass eine isovolumetrische Hamodilution erst ab einem Hkt von 15% nachteilige Effekte ver-
mittelt [30]. Die Reduktion des Sauerstoffgehaltes, resultierend aus erniedrigter Hb-Konzent-
ration, wirde durch erhéhten koronaren Fluss und reduzierte Viskositat kompensiert werden
[30]. Einhergehend mit diesen hdmodynamischen Adaptionen kann im Rahmen einer Dauer-
belastung eine linksventrikuldre Hypertrophie beschrieben werden, welche zu kongestiver
Herzinsuffizienz fihren kann [31].

Erythrozytenzahl |
it | Hb |
Blutviskositat | «+— Arterielle Vasodilatation O, Verfugbarkeit |
Herzzeitvolumen 1 <« Herzfrequenz 1
TPR | }
Sympathikus 1
Myokardiale
Nachlast | Schlagvolumen 1 Kontraktilitat 1
Vorlast 1 + Vengser Vendser Tonus
f Ruckfluss 1 f

Abb. 1: Darstellung himodynamischer Kompensationsmechanismen in akuter Andmie [22, 30].
Ausgehend von einer Abnahme der Verfiigbarkeit des Hdmoglobins (Hb) bzw. des Hamatokrit (Hkt)
werden in andmischen Organismen Adaptionen angestofen, um limitierende Zustdnde zu begrenzen.
Unteranderem durch Reduktion des total peripheren Widerstandes (TPR) zeigt sich im Resultat eine
Steigerung des Herzzeitvolumens mit dem Ziel, verringerte Transportfdhigkeiten durch gesteigerte Zir-

kulation zu kompensieren.

Unter akut einsetzenden anamischen Bedingungen z.B. hervorgerufen durch Hamo-
lyse oder Blutungen, hat der Organismus unzureichend Zeit, Funktionsverluste durch weitrei-
chendere Kompensationsmechanismen auszugleichen [9]. Erst unter chronischen Bedingun-
gen greifen weiterfihrende Kompensationsmechanismen wie vermehrte Bereitstellung von
2,3-Bisphosphoglycerat und eine Rechtsverschiebung der Sauerstoff-Bindungskurve in die

Kompensation anamischer Zustande ein [21]. Im Rahmen der utilisatorischen Kompensation



wird die Sauerstoffextraktion im Zielgewebe begunstigt durch eine Reduktion der Bindungs-
starke zwischen Hb und Sauerstoff. Durch Modulationen von Temperatur, Kohlenstoffdioxid-
Partialdruck, pH-Wert und 2,3-Bisphosphoglycerat kann die Ausschépfung des mit dem arte-
riellem Blut angebotenen Sauerstoffes optimiert werden [32]. Als weiterflihrender Kompensa-
tionsmechanismus kann eine Erhéhung der Verfligbarkeit von Erythropoetin (EPO) durch ver-
starkte Stimulation des ,Hypoxie induzierter Faktor 1“ mit konsekutiver forcierter Ausreifung

funktioneller Erythrozyten beschrieben werden.

1.1.4 Klinik, Diagnostik und Therapie der Anamie

Das klinische Erscheinungsbild der Anamie ist gepragt durch das Leitsymptom Blasse,
welches jedoch nach Atiologie klinisch sehr variabel erscheinen kann. Besonders im Rahmen
chronischer Verlaufe fihren Adaptionsprozesse zu hinreichender Kompensation von Dysfunk-
tionen, sodass die Diagnose einer Anamie haufig erst als Zufallsbefund nach einer laborche-

mischen Untersuchung auffallig wird.

Allgemeine Symptome der Anamie beruhen auf einer veranderten hadmatologischen
Funktion und pathophysiologischen Adaptionen. Diese treten in Abhangigkeit vom Manifesta-
tionsgrad der Dysfunktionen und der folgenden reduzierten Sauerstofftransportkapazitat des
Blutes auf [33]. Weitere Faktoren, welche die Krankheitsschwere beeinflussen, sind die Etab-
lierungsgeschwindigkeit der Anamie und die Koexistenz von kardiovaskularen Erkrankungen.
Im Zuge einer peripheren Vasokonstriktion und Zentralisation im Sinne einer Umverteilung des
Blutvolumens, tritt bei Patienten das Leitsymptom Blasse der Haut bzw. der Schleimhaute auf.
Die verminderte Sauerstofftransportkapazitat und das daraus resultierende Sauerstoffdefizit
im Zielgewebe induziert Schwache und evtl. Belastungsdyspnoe [7, 34]. Ebenfalls kénnen
Mudigkeit, Konzentrationsschwache und Kopfschmerzen assoziiert sein, welche insgesamt
unter verminderter Leistungsfahigkeit zusammengefasst werden kénnen [7, 34]. Mit dem Ziel
der Kompensation des Sauerstoffmangels reagiert der Organismus mit einer Steigerung des
HZV, welches sich in der Symptomatik einer Tachykardie darstellen kann und vorrangig akuten
Anamien zuzuordnen ist [7]. Einhergehend mit einem Anstieg der Herzleistung kénnen beste-
hende kardiovaskulare Vorerkrankungen, wie stabile Angina pectoris oder eine bestehende
Herzinsuffizienz, in ihrer Pathologie verstarkt werden [7, 33]. Dazu zeigten klinische Untersu-
chungen jedoch auf, dass Anamie in Patienten mit Herzinsuffizienz nicht als unabhangiger

Pradiktor fur Gesamt-Mortalitdt und Gesamt-Hospitalisierung definieren werden kann [35].

Unter Etablierung eines akut anamischen Zustandes, voranging im Rahmen einer
akuten Blutung, sind Kompensationsmechanismen limitiert, sodass gesteigerte Reduktionen
der Hb-Konzentration mit Symptomen einer Hypovolamie einhergehen kdénnen [9]. Bei hoch-

akutem Blutverlust sind Hb, Hkt und Erythrozytenzahlen haufig zunachst normwertig, da die



Konzentrationen im Blutvolumen initial gleichbleibend sind. Dadurch kann sich eine akute Blu-
tungsanamie laborchemisch maskieren. Kompensationsversuche durch Umverteilung von
Blutvolumen, Verdunnungseffekten und Steigerung des HZV haben eine begrenzte Wirksam-
keit, sodass bei einem manifesten Blutverlust klinisch Symptome wie posturale Hypotension,
veranderter Vigilanzstatus, kalte und blasse Haut, Tachykardie und Hyperventilation auftreten
konnen [9].

Uber die dargestellte Klinik hinaus konnte in klinischen Studien das Bestehen einer
Anamie als ein unabhangiger Risikofaktor flr generelle Hospitalisierung, Invaliditat, Komorbi-
ditat und Sterblichkeit beschrieben werden [3-5]. Erganzend konnte dargestellt werden, dass
Anamien ungeachtet der Pathogenese mit einer gesteigerten Klinik und einer Steigerung der
Hospitalisierungsdauer gegenuber nicht-andmischen Patienten einhergehen, wobei die Asso-

ziation inverse mit der Hb-Konzentration bei Aufnahme korreliert werden konnte [36].

Ausgehend von Anamnese und klinischer Prasentation kann die Verdachtsdiagnose
einer Anamie gestellt werden. Nach Verifizierung eines anamischen Zustandes richtet sich die
weiterfiuhrende Diagnostik nach hadmatologischen Ergebnissen und anamnestischen Indizien,
ohne dass in aktueller Literatur ein evidenzbasiertes Vorgehen empfohlen werden kann. Als
Leitbefunde zur Klarung der Atiopathogenese dienen die erhobenen Erythrozytenindizes, wel-

che weitere Diagnostik definieren.

Die jeweilige Therapie ist an der Grunderkrankung auszurichten, was die Relevanz dif-
ferentialdiagnostischer Untersuchungen untermauert. So ist z.B. in Situationen von Mangelzu-
standen eine effektive Substitution physiologischer Speicher (z.B. bei Eisenmangel) oder bei
akuten Blutungen eine interventionelle oder operative Blutstillung zu erwagen. Hervorzuheben
sind Transfusionen von Erythrozytenkonzentraten als Mittel der Wahl in Notfallsituationen, wel-
che jedoch insbesondere bei chronischen Anamien aufgrund von Adaptionsprozessen zuneh-
mend restriktive Anwendung erfahren [33, 37]. Eine individuelle physiologische Kompensati-
onsfahigkeit und eine variable Dynamik der Anamien driickt aus, dass klinische Auspragungen
unzureichend mit bestimmten Hb-Konzentrationen korrelieren, was diese als alleinigen Trigger

zur Transfusion entwertet [38].



1.2 Myokardinfarkt

Als Myokardinfarkt wird eine irreversible Schadigung des Myokards definiert, welche
durch ein Missverhaltnis aus Sauerstoffangebot und —bedarf induziert wird [39]. Im Zuge einer

absoluten Koronarinsuffizienz entstehen Myokardnekrosen [7].

1.2.1 Klinische Klassifikation des Myokardinfarktes

Zur Diagnosestellung der durch typische, anhaltende Infarktsymptomatik gestellten
Verdachtsdiagnose eines akuten Koronarsyndroms (ACS), missen laborchemische und Klini-

sche Kriterien erflllt sein [7]:

(1) Das Hauptkriterium muss erfullt werden. Dies beschreibt die Dynamik eines kardialen Bio-
markers. Die héchste Relevanz besitzt Troponin I/T mit mindestens einem erhobenen Mess-

wert Uber der 99. Perzentile des oberen Referenzbereiches.

(2) Ein Nebenkriterium muss erflllt werden. Dazu zahlen ischamische Beschwerden, Veran-
derungen im Elektrokardiogramm (EKG), Bildgebung mit Verlust vitalem Myokards, Nachweis
neuer regionaler Wandbewegungsstorungen, Nachweis eines intrakoronaren Thrombus durch

Angiographie oder Nachweis myokardialer Schadigung im Rahmen einer Autopsie.

Unter Achtung diagnostischer Ergebnisse kann das ACS nach Dynamik kardialer Bio-
marker und EKG-Befunden differenziert werden. In Beschreibung der Ausdehnung des In-
farktareales kdnnen transmurale Myokardinfarkte als ST-Streckenhebungs-Infarkt (STEMI)
und Myokardinfarkte der Innenschicht als Nicht-ST-Streckenhebungs-Infarkt (NSTEMI) be-
schrieben werden. Direkte und indirekte Infarktzeichen in benachbarten EKG-Ableitungen er-
lauben Hinweise auf Lokalisationsmanifestationen. So prasentiert sich ein Vorderwandinfarkt
regelrecht mit Auffalligkeiten in den Ableitungen I, aVL, V2 _5s und ein Hinterwandinfarkt tGber-
wiegend mit Auffalligkeiten in den Ableitungen II, lll, aVF. Daraus ergibt sich eine Zuordnung
beeintrachtigter Areale zu Versorgungsgebieten der Koronararterien unter Achtung interindivi-
dueller Versorgungstypen [7]. Demnach werden Myokardinfarkte als Vorderwandinfarkt be-
zeichnet, wenn eine Pathologie des Ramus interventricularis anterior der A. coronaria sinistra
(RIVA) vorliegt. Hinterwandinfarkte zeichnen sich durch eine Pathologie der Arteria coronaria

dextra (RCA) oder des Ramus interventricularis posterior der A. coronaria dextra (RIVP) aus.

Die European Society of Cardiology (ESC) klassifiziert Myokardinfarkte basierend auf
Pathogenesen sowie klinischen und prognostischen Charakteristika (Tabelle 2) [39]. Dabei
sind nicht imitierte (Typ 1, 2, 3) von durch Interventionen induzierten (Typ 4a, 4b, 5) Infarktsub-
typen zu unterscheiden. Aus der pathophysiologischen Einteilung resultieren angepasste The-

rapiestrategien, welche jeweilige Charakteristiken aufgreifen und spezifisch interpretieren.



Typ 1: Spontaner Myokardinfarkt

Spontaner Myokardinfarkt bedingt durch atherosklerotische Plaque-Ruptur, Ulzerationen,
Erosionen oder Dissektion mit folgender intraluminaler Thrombusbildung in Koronararterie/n.
Als Folge dessen ist eine durch direkte Reduktion des myokardialen Blutflusses oder durch
Bildung eines Thrombozytenthrombus induzierte Myokardischémie mit einhergehender Nek-
rose zu umschreiben. Haufig besteht eine Assoziation zu koronaren Herzerkrankungen.

Typ 2: Myokardinfarkt sekundéar nach Ischamie

Ischdmie bedingte Myokardnekrose unabhéngig von koronarer Plaqueinstabilitdt hervorgeru-
fen durch unzureichendes Sauerstoffangebot z.B. im Rahmen von koronarer Endotheldys-
funktion, Koronarspasmen, Koronarembolie, tachykarder bzw. brachykarder Herzrhythmus-
stérungen, Anédmie, Hypotension/Hypertension oder respiratorischer Insuffizienz.

Typ 3: Plétzlicher Herztod nach Infarktgeschehen

Plétzlicher Herztod, welcher klinische Zeichen einer Myokardischédmie andeutet wobei die Di-
agnose nicht vor Todeseintritt durch Biomarker Bestimmung verifiziert werden kann (autopti-
scher Hinweis)

Typ 4a: Myokardinfarkt im Zusammenhang mit perkutaner kardialer Intervention

Myokardinfarkt assoziiert mit perkutaner Koronarintervention zeichnet sich durch einen An-
stieg des cTn Wertes lber > 5 x 99. Perzentil bei Patienten mit normwertigen Basalwerten
oder einen Anstieg des cTn Wertes lber 20% bei erh6hten Basalwerten im Rahmen einer
perkutanen Intervention aus. Dartiber hinaus ist diese Dynamik assoziiert mit infarkttypischer
Symptomatik, neu auftretenden EKG Verédnderungen, angiographisch darstellbarer Flussab-
nahme in Koronargefél3en bzw. Embolien, in Bildgebung darstellbarer neu auftretendem Ver-
lust von vitalem Myokard oder neuen regionalen Wandbewegungsstérungen.

Typ 4b: Myokardinfarkt im Zusammenhang mit Stent-Thrombose

Myokardischémie vermittelte Nekrose assoziiert mit Stent-Thrombose, welche durch Angio-
graphie oder Autopsie verifiziert wird und mit erh6hten oder erniedrigten kardialen Biomarkern
einhergeht.

Typ 5: Myokardinfarkt im Zusammenhang mit koronarer Bypassoperation

Myokardinfarkt assoziiert mit koronarer Bypassoperation wird definiert durch Erhéhung von
kardialen Biomarkern (iber > 10 x 99. Perzentil bei Patienten mit normwertigen cTh Basalwer-
ten im Rahmen einer koronaren Bypassoperation. Zusétzlich sind neu auftretende pathologi-
sche Q-Wellen oder Linksschenkelblock, angiographisch darstellbare neue Okklusionen in
nativen Gefél3en oder dem Transplantat, in der Bildgebung darstellbaren Verlust von vitalem
Myokard oder neue regionale Wandbewegungsstérungen als Kriterien heranzuziehen.

Tabelle 2: Klassifikation der Myokardinfarkte durch European Society of Cardiology, modifiziert
nach [39]. Nach Pathogenese, klinischen und prognostischen Charakteristika sind flinf Typen des My-

okardinfarktes zu unterscheiden.
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1.2.2 Epidemiologie und Atiologie des Myokardinfarktes

Die Pravalenz des akuten Myokardinfarktes konnte mit 272 pro 100.000 Einwohner pro
Jahr in Deutschland beziffert werden und definierte sich als zweithaufigste Todesursache nach
chronisch ischamischen Herzkrankheiten [40]. Uber das Akutereignis hinaus sind Assoziatio-
nen zu Sekundarkomplikationen zu beschreiben, welche die epidemiologische Tragweite stei-

gern.

Als relevanteste Pathogenese des akuten Myokardinfarktes ist die koronare Herzer-
krankung zu beschreiben, welche in Industrienationen in ihrer Konsequenz zu den haufigsten
Todesursachen zahlt und 20% aller Todesfalle in Deutschland verursacht [7]. Die stationare
Morbiditatsziffer der ischamischen Herzkrankheiten betrug im Jahre 2013 bei Manner 1.108
und bei Frauen 519 pro 100.000 Einwohnern [40]. Die fir die Pathogenese der koronaren
Herzerkrankung elementare Atherosklerose der Herzkranzarterien stellt eine chronisch ent-
zundliche Erkrankung der Intima von multifaktorieller Genese dar, welche sich an Pradilekti-
onsstellen mit forcierter hamodynamischer Belastung manifestiert. Als Risikofaktoren kénnen
Tabakkonsum, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Dyslipidamie, positive Familienanam-
nese, mannliches Geschlecht und fortschreitendes Lebensalter bedingend wirken. Progre-
diente Stenosierung und Plaqueinstabilitat mit konsekutiver Koronarembolie induzieren eine
absolute Koronarinsuffizienz. Die Assoziation von Myokardinfarkten zur koronaren Herzer-

krankung beschreibt nach ESC Klassifikation einen Typ 1 Myokardinfarkt [39].

Myokardinfarkte im Zuge eines unzureichenden O2-Angebot, unabhangig atherosklerotischer
Genese, kénnen als Myokardinfarkte ohne obstruktive koronare Atherosklerose (MINOCA) &-
tiologisch beschrieben werden. Definiert werden diese Infarktformen durch klinische Evidenz
eines Myokardinfarktes bei angiographisch dargestelltem normwertigen Koronarstatus bzw.
ein umschriebenes Ausmal der Stenosierung von unter 50 %. Deren Pravalenz wurde in Stu-
dien mit 8,8 - 9,1 % [41, 42] bzw. bei Frauen mit 15,1% und bei Mannern mit 6,8% [43] be-
schrieben. Zu nennen sind als Typ 2 Myokardinfarkte nach ESC Klassifikation Myokardinfarkte
im Zuge von endothelialen Dysfunktionen, Koronarspasmen, Arrhythmien, Anamien, Hyperto-

nie/Hypotonie oder respiratorischer Insuffizienz [7, 39].

Uber diese relevanten, nicht imitierenden Pathogenesen hinaus sind auch Myokardinfarkte
nach Interventionen zu umschreiben, welche durch Manipulation an Koronargefaf3en induziert
werden und im Zuge notwendiger Therapie kardiovaskularer Grunderkrankungen auftreten.

Diese sind als Myokardinfarkte Typ 4 und 5 nach ESC Klassifikation zu umschreiben. [39]
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1.2.3 Pathophysiologie und Klinik des Myokardinfarktes

Die Pathologie des Myokardinfarktes bzw. der Myokardnekrose ist das Resultat einer
relevanten Beeintrachtigung der koronaren Blutversorgung und einhergehenden pathophysi-

ologischen Adaptionen.

Unter Minderversorgung mit O» im Rahmen relativer oder absoluter Koronarinsuffizien-
zen wird die mitochondriale oxidative Phosphorylierung limitiert, welche als biologischer Pro-
zess die Grundlage der aeroben Energiegewinnung in Form von Adenosintriphosphat (ATP)
bildet. Eine kompensatorische Steigerung der anaeroben Glykolyse zur Bereitstellung von
ATP fuhrt zu einer Akkumulation von Wasserstoffionen und Laktat. Dies induziert intrazellulare
Azidose und eine Reduktion der Energiebereitstellung. Beeintrachtigungen des Energiemeta-
bolismus werden verscharft durch lonenverschiebungen, welche Herzrhythmusstérungen be-

gunstigen, Zellschwellung induzieren und die Kontraktilitat nachhaltig beeintrachtigen. [44—46]

In diesem Zusammenhang kdénnen zwei Mechanismen skizziert werden, welche einen Zelltod
induzieren kdnnen. Oncosis bezeichnet eine Form des akzidentellen Zelltodes, welche getrig-
gert durch exogene Faktoren durch eine Zellschwellung charakterisiert wird. Apoptose hinge-
gen ist eine Form des programmierten Zelltodes, welche sowohl unter physiologischen als
auch pathologischen Situationen als Reaktion auf exogene und zellinterne Prozesse einen
Zelluntergang durch Schrumpfen herbeiftihrt. Durch Abhangigkeit apoptotischer Prozesse von
der Verfugbarkeit des Energietragers ATP scheint deren Ausmald begrenzt und auf die

Frihphase bzw. Reperfusionsphase limitiert zu sein. [47—-49]

InfarktgréRen unterliegen Dauer und Relevanz der Minderperfusion, Gréf3e der Ischamie un-
terworfenen Myokardarealen und der Versorgung durch Kollaterale [44]. In experimentellen
Studien kann darUber hinaus der sogenannte Reperfusionsschaden (,Reperfusion injury®) dar-
gestellt werden [50, 51]. Dieser beschreibt scheinbar paradoxe Mechanismen, durch welche
die Reperfusion von zuvor Ischamie unterworfenem Myokard irreversible Schaden am Myo-
kard induziert, vermittelt durch Arrhythmien, kontraktile Dysfunktionen, mikrovaskulare Beein-
trachtigung und Induktion von Apoptose und Nekrose [52]. Limitierungen der Myokardfunktion
durch Zelltod werden durch Adaptionen des Restmyokards kompensiert, mit dem Ziel kardiale
Leistung zu erhalten und ventrikulare Belastung zu reduzieren. Als moglicher Mechanismus
kann der Umbau (,Remodeling®) des Myokards beschrieben werden, welcher Hypertrophie,
Apoptose von Myozyten, Etablierung neuer Myozyten aus Stammzellen und Gewebeanpas-
sungen umfasst [48]. Bei Fortbestehen von Leistungslimitierungen kann dies linksventrikulare

Dilatation und Herzversagen induzieren.

Der klinischen Darstellung des Myokardinfarktes lassen sich typische Symptome zu-

schreiben, welche sich beim individuellen Infarktpatienten jedoch als heterogen prasentieren
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kdénnen. Intensive, anhaltende prakordiale Schmerzen mit stechenden, brennenden Schmer-
zausstrahlungen nach z.B. linksthorakal, in den linken Arm, in die linke Schulter, in Hals- oder
Kieferregion bzw. ins Epigastrium stehen dabei Myokardinfarkten ohne Schmerzsymptomatik,
sogenannten ,stummen® Infarkten, gegenuber. In rund 60% der Falle wird ein retrosternales
Druckgefuhl beschrieben. Symptomen ist gemein, dass sie anhaltend bestehen und sich nicht
durch kdrperliche Entlastung oder der Applikation von Nitroglyzerin modulieren lassen. Zu-
satzlich zum Leitsymptom kdnnen vegetative Symptome wie Schwitzen, Ubelkeit, Erbrechen,

Schwachegefiihl oder Angst bestehen. [7]

Einhergehend mit Symptomen und patho-morphologischen Anpassungen sind Komplikatio-
nen zu erwarten. Zu den Frihkomplikationen (innerhalb 48 Stunden) zahlen der plétzliche
Herztod, Herzrhythmusstérungen, akute Linksherzinsuffizienz, Rupturen im Zuge von Myokar-
dnekrosen oder der kardiogenen Schock. Als Spatkomplikationen (mittel- und langfristige Fol-
geerkrankungen) kdnnen Ventrikelaneurysmen, Reinfarkte, Perikarditis, Herzinsuffizienz und

arterielle Embolien mit Risiko fur Schlaganfalle beschrieben werden. [7]

1.2.4 Diagnostik und Therapie des Myokardinfarktes

In der Therapie des Myokardinfarktes bzw. dessen klinischer Manifestation in Form des
ACS ist zwischen allgemeinen Akutmaflinahmen und befundabhangigen Therapien zu diffe-
renzieren (Abb.2).

Klinischer Verdacht ACS

|

Allgemeine AkutmaBnahmen (Thrombozytenaggregationshemmer, Antikoagulation,
ggf. Sauerstoff, Analgetika, Sedativa), 12-Kanal-EKG, Monitoring, Defibrillationsbereitschaft

|

qualifiziertes EKG

ST-Streckenhebung, /\ Uneindeutiger Befund

neuer Linksschenkelblock l

Weiterfiihrende Diagnostik:
Bestimmung Troponin absolut bzw. Dynamik

‘/\‘

STEMI Troponin positiv Troponin negativ
NSTEMI Instabile Angina pectoris
sofort PTCA oder Lysetherapie PTCA nach Risiko Evaluation Troponindynamik

Abb. 2: Diagnostik und Therapie des akuten Myokardinfarktes, modifiziert nach [53]. Ausgehend
von infarkttypischer Symptomatik eines akuten Koronar Syndroms (ACS) wird unter Akutmal3nahmen
eine Evaluation begonnen. Eine qualifiziertes Elektrokardiogramm (EKG) bestimmt die weiteren Ab-
ldufe. Ausgehend von EKG-Befunden kann ein ST-Streckenhebungs-infarkt (STEMI) diagnostiziert wer-
den, welcher eine sofortige Intervention fordert. Bei unklaren EKG-Befunden ist eine Troponindynamik
zu bestimmen, welche zwischen Nicht-ST-Streckenhebungs-infarkt (NSTEMI) und instabiler Angina
pectoris unterscheiden lasst.
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1.3 Anamie und Herzinfarkt

Anamien kénnen als haufige Komorbiditat bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt di-
agnostiziert werden, woraus sich eine hohe klinische Relevanz und eine Notwendigkeit zur
Evaluation von Therapien und Interaktionen ergibt [54, 55]. Dabei kann das Risiko fir Mortali-
tat, Morbiditat und Hospitalisierung kardiovaskularer Erkrankungen vermittelt durch Anamien
als gleichwertig zu den vier etablierten kardiovaskularen Risikofaktoren Nikotinkonsum, Dia-

betes mellitus, arterieller Hypertonus und Hypercholesterindmie beschrieben werden [56].

1.3.1 Epidemiologie Anamie und Herzinfarkt

Konkordant zur gesamtgesellschaftlichen Pravalenz der Anamie lasst sich eine weite
Verbreitung der Anamie bei Patienten umschreiben, welche einen akuten Myokardinfarkt er-
leiden. Dabei sind Anamien, welche zum Zeitpunkt der Manifestation eines akuten Myokard-
infarktes Bestand haben, von im Rahmen der Pathologie des Myokardinfarktes und konseku-

tiver Therapie erworbenen Anamien (,hospital-acquired anemia®) zu differenzieren.

Bezogen auf die allgemeine Patientenpopulation konnte die Pravalenz von Anamien
bei Aufnahme von Patienten mit akutem Myokardinfarkt auf 14% - 17,8% beziffert werden [54,
55]. Im Rahmen von Studien konnte eine erhdhte epidemiologische Relevanz der Komorbiditat
Anamie in Patienten mit fortschreitendem Lebensalter (> 65 Jahre) beschrieben werden. So
konnte in klinischen Untersuchungen bei 43% der im Rahmen eines bestatigten akuten Myo-
kardinfarktes hospitalisierten alteren Patienten eine Anamie nachgewiesen werden [57].
Gleichgerichtet konnte in einem Studienkollektiv dargestellt werden, dass rund 31% der Pati-

enten mit NSTEMI bei Aufnahme einen anamischen Zustand aufwiesen [58].

Mit der Diagnose der chronischen Anamie gehen weitere Charakteristika einher, welche in
Evaluationen von Effekten der Pathophysiologie der Anamie zu differenzieren sind. So zeich-
nete sich die anamische Patientenpopulation durch ein héheres Lebensalter, einen héheren
prozentualen Anteil von Frauen und hdéhere Pravalenz fir Komorbiditaten wie eingeschrankte

Nierenfunktion, chronische Herzinsuffizienz und Blutungen aus [59-62].

Gegenuber bei Aufnahme bestehenden Anamien sind ,hospital-acquired anemia“ als Ergeb-
nisse von Pathologien und Therapien zu interpretieren. Patienten mit normwertiger Hb-Kon-
zentration bei Aufnahme mit der Diagnose Myokardinfarkt entwickelten Untersuchungen zu-

folge zu 45,4% eine Anamie im Rahmen ihrer Hospitalisierung [63].

1.3.2 Pathophysiologische Interaktion zwischen Anamie und Myokardinfarkt

Anamien wird das Potential zugeschrieben, im Rahmen eines Myokardinfarktes mit pa-

thologischen Prozessen zu interagieren und adverse Effekte zu induzieren. Dabei scheint es
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pathophysiologisch und klinisch plausibel, dass Anamien eine Beeintrachtigung des Outcomes

fur Patienten mit Myokardinfarkt darstellen und myokardialer Ischamien verstarken.

Im Rahmen der Hamodynamik kann das Sauerstoffangebot an das Myokard als Zu-

sammenhang von HZV und Hb umschrieben werden (Gleichung 1) [64]:

DO, = HZV x (Hb x 1,34 X S,0, + p,0, % 0,0031)

Gleichung 1: Berechnung des Sauerstoffangebots an Gewebe [64]. Darstellung des Sauerstoffan-
gebotes (DO2) in Abhéngigkeit von Herzzeitvolumen (HZV), Hdmoglobinkonzentration (Hb), maximaler
Sauerstoffbindungskapazitét (Hiifner-Zahl: 1,34 ml Oz/g Hdmoglobin), arterieller Sauerstoffséttigung
(S=02), Sauerstoffpartialdruck (paOz) und dem Ldéslichkeitskoeffizienten von O: im menschlichen
Plasma (0,0031/mmHg).

Myokardinfarkte sind unabhangig ihrer Atiologie mit Hypoperfusion in Form von lokaler Fluss-
limitierung und systemischer Perfusionsreduktion assoziiert [62]. Um Defizite auszugleichen
und das HZV zu steigern, erfolgen kardiovaskulare Adaptionen, welche mit einer Mehrbelas-
tung des Myokards und einem Angebot-Bedarf Missmatch einhergehen [62, 65]. Dies unter-
liegt in der Anamie gesteigerter Relevanz durch Limitierungen des Sauerstofftransportes, wel-
cher sich in reduziertem Sauerstoffangebot an das gefahrdete Myokard prasentiert [66]. Im
anamischen Zustand besteht bereits in Ruhe hohe myokardiale Sauerstoffextraktion und eine
limitierte Leistungsreserve. Besonders im Rahmen von Koronararterienstenosen bzw. -Okklu-
sionen flhrt das damit einhergehende reduzierte Reservevermogen zu einer Reduktion der
myokardialen O, Versorgung, wodurch potentielle myokardiale Ischamien funktionell und ha-
modynamisch relevant werden konnen. Durch Erhdhung des adrenergen Tonus im Rahmen

einer Anamie wird der Sauerstoffbedarf weiter gesteigert und Ischamien geférdert [67].

Untersuchungen zeigten, dass experimentell induzierte, manifeste normovolamische Anamien
in ansonsten gesunden Probanden mit einer adaquaten und hinreichenden Oxygenierung ein-
hergehen, was eine erhebliche physiologische Toleranz darstellt [68]. Demgegeniber konnten
in Evaluation von tierexperimentellen Studien Anzeichen einer beeintrachtigen kardialen Kom-
pensation niedriger Hb-Konzentrationen im Rahmen von ischamischen Herzerkrankungen ge-
funden werden [69], welche Hinweise auf Dysfunktionen in Belastung und eine Verscharfung
myokardialer Beeintrachtigung im Myokardinfarkt erbringen. Kausal limitieren koronarer Herz-
erkrankungen die Kompensationsfahigkeit gegenuber verminderter Sauerstoffversorgung und
reduzieren die Toleranz gegenuber abnehmenden Sauerstoffverfugbarkeiten [70]. In experi-
mentellen Studien konnten chronisch induzierte Eisenmangelanamien als Entitat beschrieben
werden, welche die myokardiale InfarktgroRe steigern und die kardiale Funktion sowie das

Uberleben nach induziertem Myokardinfarkt verringern [71].
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Im Rahmen von chronischen Anamien fiihren Adaptionen, welche initial eine Steige-
rung des HZV induzieren, zu einer myokardialen Remodellierung im Sinne linksventrikularer
Dilatation und exzentrischer linksventrikularer Hypertrophie [72, 73]. Hypertrophien wird zuge-
schrieben, Herzversagen zu pradisponieren und ischdmische Herzerkrankungen zu eskalie-
ren, wobei eine Zuordnung der Schwere und Dauer einer Anamie zum Ausmalf’ der Remodel-

lierungseffekte unklar scheint [74].

Weiterfihrend kann ein Zusammenhang zwischen Anamie und erhéhter Blutungskom-
plikationen aufgezeigt werden. Bei anamischen Patienten mit akutem Koronarsyndrom zeigte
sich ein gesteigertes Risiko fur hamorrhagische adverse Effekte im Vergleich zu Patienten mit

normwertiger Hb-Konzentration. [75]

Uber die Funktion des Gastransportes hinaus kann den Erythrozyten weiterfiihrende
Funktionen zugesprochen werden, welche im Rahmen der Pathophysiologie des Myokardin-
farktes relevant sind und im Zuge eines anamischen Zustandes modifiziert werden. Im Ver-
gleich zu anderen Zelltypen sind insbesondere Erythrozyten mit potenten und hoch aktiven
antioxidativen Enzymen wie Superoxid-Dismutase und Glutathion-Peroxidase ausgestattet
[76]. Studien konnten Annahmen formulieren, dass die Reperfusion von ischamischem Myo-
kard myokardiale Schaden induziert und linksventrikulares Remodelling férdert. Oxidativer
Stress steht im Verdacht myokardiale Schaden im Rahmen von post-ischdmischen Reperfu-
sionsphase hervorzurufen [77]. Stérungen der Integritat von Erythrozyten im Rahmen anami-

scher Zustande konnten Effekte beeinflussen.

Uber mégliche direkte Einfliisse von Anéamien auf die Pathologie des Myokardinfarktes
konnte die Anamie als ,funfter kardiovaskularer Risikofaktor® neben etablierten Pradiktoren
definiert werden [56]. Diesem kann die Definition eines Risikofaktors als biologische Bedin-
gung, Substanz oder Verhalten zu Grunde gelegt werden, welcher mit einer Pathologie asso-
ziiert wird, aber nicht nachweislich einen kausalen Ausléser darstellt. Dem folgend sind Ana-
mien assoziiert mit erhohter Pravalenz kardiovaskularer Erkrankungen, ausgedrtickt in Morta-

litat, Morbiditat und Hospitalisierung.

In Beschreibung von Assoziationen von Anamien und kardialem Outcome ist die Eva-
luation von Confoundern mit einzubeziehen. So kdnnen Anamien mit bestimmbaren Faktoren
wie beispielsweise hoherem Lebensalter oder Geschlecht verknipft, aber auch mit nicht greif-
baren Faktoren wie inflammatorischem Status oder kardiovaskularen Komorbiditaten verbun-
den sein [74]. Dies erschwert Interpretationen und Darstellungen pathophysiologischer Effekte

von Anamien und limitiert Aussagen Uber klinische Relevanz.
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1.3.3 Klinische Darstellung Anamie und Myokardinfarkt

In adjustierten und bereinigten Analysen kann fur Patienten mit einer manifesten Ana-
mie bei Aufnahme im Vergleich zur Referenzpopulation eine hdhere Mortalitat im Rahmen der
Pathologie Myokardinfarkt aufgezeigt werden [57-59, 62, 63, 78, 79], wobei auch gegensatz-

liche Studienergebnisse formuliert werden kénnen [60, 61, 80].

Das Vorliegen reduzierter Hb-Konzentrationen konnte als ein unabhangiger Indikator
fur nachteiliges kardiovaskulares Outcome und Sterblichkeit in der Frihphase nach Myokard-
infarkt definiert werden. In Differenzierung nach Hb-Konzentration konnte fir andmische Pati-
enten eine Zunahme der kardiovaskularen Mortalitat pro 1 g/dl Abnahme des Hb-Wertes be-

schrieben werden, welche diese Reduktion als ,,dose-dependent” Effekt charakterisierte. [59]

Bestarkt werden konnte dies durch Beschreibung langfristiger Beobachtungen, indem eine
Assoziation von chronischen Anamien mit erhdhter 1-Jahres-Mortalitdt nach Myokardinfarkt
aufgezeigt werden konnte [63]. Metaanalysen konnten in Evaluation von Nachbeobachtungen
anamischer Patienten mit Myokardinfarkt bei einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 18
Monaten eine signifikant erhéhte Mortalitét beschreiben [62]. Uber Ergebnisse hinaus, welche
darstellen, dass eine Andmie mit einer hohere 30-Tage-Mortalitdt als auch einer hoheren
Langzeit-Mortalitdt zu assoziieren sei, konnte Frauen insgesamt eine bessere Prognose zu-
geschrieben werden [79]. Dies impliziert auch geschlechtsabhangige Differenzen in Anamie in
Patienten mit akutem Myokardinfarkt. Dabei konnte Anamie nicht nur mit erhéhter Mortalitat
assoziiert werden, sondern ihr konnte auch eine hohere Komplikationsrate zugeschrieben wer-
den, welche sich z.B. in hoheren Blutungsraten, hdherer Rate der Entwicklung von Herzver-
sagen, hoheren Raten des Auftretens eines Schocks oder eines Herzstillstandes ausdriickte
[59, 80]. Folgend kdnnte durch die Evaluation der Hb-Konzentration neben weiteren Parame-
tern wie Alter, Puls, Blutdruck, Herzenzyme und EKG-Veranderungen, definiert durch den Glo-
bal Registry of Acute Coronary Event (GRACE) — Risikoscore, die Prognose von Patienten mit
ACS spezifiziert werden [81].

Demgegentber stehen Studien, welche keine Assoziation von Anamien bei Aufnahme
und nachteiligem Outcome auffassen kénnen. So konnte in Nachbeobachtungen von anami-
schen Patienten mit ACS Uber eine Beobachtungszeit von sechs Monaten keine Erhéhung der
Mortalitat beschrieben werden [61]. Auch in klinischer Evaluation des direkten Effektes einer
Anamie bei Entlassung aus dem Krankenhaus auf die 1-Jahres-Mortalitdt nach akutem Myo-
kardinfarkt konnte keine signifikant erhéhte Letalitat aufgezeigt werden [60]. Erganzend konnte
auch wahrend des Krankenhausaufenthalt von anamischen Patienten mit Myokardinfarkt
keine hdhere Gesamtmortalitat beschrieben werden [80]. Assoziationen seien mdglicherweise
als Resultat von Demographie, Komplikationen, Revaskularisation und héheren Komorbidi-

tatsraten im Sinne von StérgrofRen zu interpretieren [60, 61].
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1.3.4 Korrektur von Anamien im Myokardinfarkt

Studien diskutieren eine mdgliche klinische Assoziation von Anamie mit Steigerung der
Mortalitat nach Myokardinfarkt. Zur Kompensation mdglicher adverser Effekte einer Anamie
wurde der Einsatz von Erythrozytenkonzentraten evaluiert. Die Notwendigkeit von Erythrozy-
tentransfusionen wahrend der Hospitalisierung konnte bei andmischen Patienten mit Myokar-
dinfarkt als signifikant héher im Vergleich zum Kontrollkollektiv beschrieben werden [61]. Wei-
terhin konnte eine Steigerung des Mortalitatsrisikos besonders in der Frihphase nach Myo-
kardinfarkt charakterisiert werden, welche die Bedeutsamkeit von frihen Interventionen zur
Korrektur von Anamien und somit Verbesserung von Kurz- und Langzeitiberleben zu starken
scheint [62]. Der Benefit von Erythrozytentransfusionen, um Anamien im Rahmen von ACS zu

korrigieren, wird kontrovers diskutiert.

In tierexperimentellen Studien wurde, um den Effekt von Erythrozytentransfusion auf
das Outcome nach Myokardinfarkt zu untersuchen, die Hb-Konzentration anamischer Ver-
suchstiere unmittelbar nach der Etablierung eines Myokardinfarktes durch Transfusion auf ei-
nen Normwert korrigiert. Obwonhl keine signifikanten Verbesserungen des Uberlebens be-
schrieben werden konnten, reduzierte eine moderate Korrektur des Hb-Wertes die Infarkt-
gréRe und verbesserte die kardiale Funktion. Demgegenuber zeigten weiterflhrende Ergeb-
nisse dieser Studie auf, dass bei einer vollstandigen Korrektur kein Benefit, sondern signifikant

gesteigerte InfarktgroRen darzustellen waren. [71]

In klinischen Studien konnte durch die Anwendung von Erythrozytenkonzentraten nur
bei Patienten mit Hb-Konzentrationen < 8 g/dl oder Hkt < 33% ein prognostisch gunstiger Ef-
fekt beschrieben werden. Bei Patienten mit einer Hb-Konzentration > 10 - 11 g/dl oder Hkt >
36,1% waren Transfusionen hingegen mit Beeintrachtigungen bzw. héherer Mortalitat im Rah-
men des Myokardinfarktes assoziiert [55, 57, 62]. Dabei sind Uber die totale Hamoglobinbe-
eintrachtigungen hinaus auch Patientenspezifitaten zu achten, welche aufgrund von Komorbi-
ditaten und altersabhangiger Abnahme der funktionellen Reserven mdgliche kompensatori-
sche Mechanismen limitieren und hdherer Vulnerabilitat fir Anamie assoziierte Ereignisse for-
cieren [82, 83]. Besonders nach akuten Blutverlusten konnte aufgezeigt werden, dass eine
liberale Transfusionsstrategie das Auftreten von ischamischen Ereignissen und Gesamtmor-

talitat reduzieren konnte [83].

Diese Studienergebnisse aus experimenteller und klinischer Forschung legen nahe,
dass der Benefit aus einer Erythrozytentransfusion an gesteigerte Reduktion der Hb-Konzent-
ration gebunden sind und moderate Hb-Limitierungen nicht im Sinne einer Besserung des

Outcome nach Myokardinfarkt von einer Transfusion profitieren.
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1.4 Zielsetzung der Ausarbeitung

GrolRe randomisierte Studien assoziieren eine Anamie mit einer Verschlechterung des
Outcome nach akutem Myokardinfarkt [57, 59, 62, 63]. Aus Achtung hoher Pravalenzen bzw.
Inzidenzen von Anamien und akuten Myokardinfarkten ergibt sich eine hohe klinische Rele-
vanz [40, 54, 55, 57]. Damit verbundene pathophysiologische Mechanismen sind bisher un-
vollstandig verstanden und durch Limitierungen erschwert. Diese Arbeit setzt sich die Arbeits-
hypothese, dass eine isoliert bestehende Anamie zu einer Verschlechterung der kardialen
Funktion nach Myokardinfarkt fihrt, assoziiert mit oxidativem Stress. Zielsetzung der Untersu-
chungen ist eine Charakterisierung der kardiovaskularen Adaptionen in einem anamischen
Mausmodell basal und wahrend eines Ischamie/Reperfusionsereignisses. Erganzend soll der

Redoxstatus anamischer Versuchstiere untersucht werden.

Zur Untersuchung der Pathophysiologie von Anamien soll an gesunden Wildtyp-Mau-
sen durch repetitive Punktion eine akute Blutungsanamie induziert werden. Dies erlaubt die
Untersuchung einer isoliert bestehenden Anamie in ansonsten nicht beeintrachtigen Ver-

suchstieren unter Reduktion von StérgrofRen.

Zur basalen Charakterisierung einer akuten Anamie werden in vivo und ex vivo Metho-
den in Vergleich gesetzt. Vervollstandigt werden soll die Abbildung kardialer Adaptionen durch
eine Beschreibung der Reagibilitat auf Applikation von vaso- und myokardialwirksamen Sub-
stanzen. Ziel ist es, hdamodynamische und kardiale Eigenschaften anamischer Versuchstiere

darzustellen und in Vergleich zu nicht-anamischen Kontrollen zu setzen.

Zur Ermdglichung eines besseren Verstandnisses von Interaktionen der Anamie und
Myokardinfarkten, deren Auswirkungen in klinischen Studien erhoben aber nicht kausal dar-
gestellt wurden, wird mittels ex vivo Modell ein Ischamie/Reperfusionsereignis simuliert. Um
Myokardschaden detektieren zu kénnen, wird eine Infarktgréfienbestimmung angeschlossen.
Ziel ist es, isolierte Einflisse einer akuten Anamie auf die Pathophysiologie des Myokardin-

farktes darzustellen.

Zur Evaluation moglicher Anpassungen des Redoxstatus in anamischen Versuchstie-
ren wird reprasentativ das Glutathionsystem in anamischen Versuchstieren und Kontrollen un-
tersucht. Ziel ist es, die moglichen Veranderungen der oxidativen und antioxidativen Mecha-
nismen zu definieren, um dessen Mediatorfunktion in Rahmen eines Ischamie/Reperfusions-

ereignisses zu beschreiben.

In der Zusammenschau der Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen soll abschlie-

Rend die pathophysiologische Relevanz einer Anamie fir einen eintretenden Myokardinfarkt

dargestellt werden. Dabei soll durch experimentelle Darstellung von Interaktionen zwischen

isoliert bestehender Anamie und Myokardinfarkt die klinische Assoziation von Anamie mit
nachteiligem Outcome nach Myokardinfarkt experimentell Gberpriift werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialen

Im Rahmen der Charakterisierung von Versuchstieren im akuten Anamie-Modell wur-

den Chemikalien und Gerate verwendet, welche im Folgenden dargestellt werden.

2.1.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Verwendete Chemikalien und Reagenzien wurden von namenhaften Lieferanten bezo-

gen und nach Nutzungsempfehlungen gehandhabt (Tabelle 3).

Isotonische Natriumchlorid Lésung
OctaniSept

Produkt Hersteller
Anédmieinduktion
Isofluran Piramal Critical Care GmbH, Hallbergmoos, Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland

Echokardiographie
Ultraschallgel (Aquasonic 100)
Isofluran

Enthaarungscreme (Veet)

Parker Laboratories Inc., Fairfield, USA
Piramal Critical Care GmbH, Hallbergmoos, Deutschland

Reckitt Benckiser Deutschland GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Langendorff-Studien
Isotonische Natriumchlorid Lésung
Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Magnesiumsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Kaliumdihydrogenphosphat
Glucose

Natrium-Pyruvat
Caliumchlorid
Triphenyitetrazolium-Chlorid
Carbogen

Heparin-Natrium

Ketanest

Destilliertes H20 (Millipore-Q)
Adenosin

Bradykinin
N-Isopropyl-DL-Noradrenaline
Evans Blue

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Linde AG, Pullach, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Merck Millipore, Burlington, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fluka/Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fluka/Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Glutathion Bestimmung

(K006)

Stickstoff
5-Sulfosalicylsdure-Dihydrat
Bovines Serumalbumin

DetectX® Glutathione Fluorescent Kit

Arbor Assays, Michigan, USA

Linde AG, Pullach, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabelle 3: Ubersicht iiber verwendete Chemikalien und Reagenzien.
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2.1.2 Verwendete Gerate

Verwendete Gerate wurden von namenhaften Lieferanten bezogen und nach Nut-

zungsempfehlungen gehandhabt (Tabelle 4).

Prézisionswaage

Produkt Hersteller

Mausehaltung

Klimaschrank (Uni Protect, THF 3378) Ehret Labor- und Pharmatechnik, Emmendingen,
Deutschland

Sartorius Lab Instruments Gmbh, Géttingen, Deutsch-
land

Anémie Induktion

Wérmepad

Lanzette (Goldenrod 5mm)

EDTA Réhrchen (MiniColletor)

1ml Einweg-Spritze (Omnifix-F)
Kaniile 27G x 1/2 (Eclipse Needle)
BGA Einweg-Spritze (Pico50)
Andsthesie System
Blutbildanalysegerét (scil Vet ABC)

FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanada
MEDipoint Inc., Mineola, USA

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Becton Dickinson (BD), Heidelberg, Deutschland
Radiometer Medical ApS, Bronshoj, Ddnemark
VetEquip Inc., Livermore, USA

Scil Animal Care Company, Gurnee, USA

Echokardiographie
Ultraschallgerét (Vevo 2100)
Ultraschallkopf (MS 700)
Ultraschallkopf (MS 400)
Ultraschallgel-Wérmestation
Wérmepad

Andésthesie System
Langhaarschneider
Kosmetiktiicher (Tapira plus)
Fixierungsband (Durapore)

FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanada
FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanada
FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanada

Parker Laboratories Inc., Fairfield, USA

FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanada
VetEquip Inc., Livermore, USA

Wahl GmbH, Unterkirnach, Deutschland
GroBverbraucherspezialisten, Friedewald, Deutschland
3M, Maplewood, USA

Rollpumpe (Ismatec)

Verstérker (Plugsys Basic, Typ 603)
Datenerhebung (PowerLab 8/30)
Schrittmacher (HSE Stimulator P)
Laborglasflaschen 500ml (Duran)
Laborglasflaschen 1000ml (Duran)
Kochglédser 2000ml (Duran Becher)
Erlenmeyerkolben 2000ml (Duran)
Glasfiltergeréat (Duran Filtriergerét)
Magnet-/Heizriihrer (IKAMAG RET)
Mikropinzette gerade (BD 331 R)

Temperatursonde FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Kanada
Langhaarschneider (Favorita Il) Aesculap Suhl GmbH, Suhl, Deutschland
Langendorff Studien

Préparationstisch Hama GmbH, Monheim, Deutschland

Langendorff Apparatur (Isolated Heart) Hugo Sachs Elektronik, March, Deutschland
Wérmebad (Lauda E100) Lauda Dr. Wobser GmbH, Kbnigshofen, Deutschland

Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland

Hugo Sachs Elektronik, March, Deutschland
ADInstruments (Europe), Oxford, Vereinigtes K6nigreich
Hugo Sachs Elektronik, March, Deutschland

DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/Main, Deutschland
DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/Main, Deutschland
DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/Main, Deutschland
DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/Main, Deutschland
DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/Main, Deutschland
IKA-Werke GmbH, Staufen, Deutschland

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland
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Produkt

Hersteller

Mikropinzette gebogen (BD 333 R)
Mikropinzette (FST 11051-10)
Gewebeschere (FST 14075-11)

Feine Hautschere (FST 14088-10)
Mikroschere (FST 15001-08)
Sprungschere gebogen (FST 15004-8)
Infusionspumpe (Precidor)
Kalltlichtquelle (KL 1500 LCD)
Lichtmikroskop (SMZ645)

Feinwaage (BP 210 D)

Prézisionswaage (L2200 P-D)

1ml Einweg-Spritze (Omnifix-F)
1ml Einweg-Spritze (Injekt Solo)
5ml Einweg-Spritze (Injekt Solo)
10ml Einweg-Spritze (Injekt Solo)
20ml Einweg-Spritze (Injekt Solo)
Kantile 20G (Microlance 3)

Kanlile 27G x 1/2 (Eclipse Needle)
Kantile 25G x 5/8 (Eclipse Needle)
Prolenefaden (Ethicon 5-0)

Seidenfaden (Ethicon 5-0)

Flockeneisbereiter (SPR-80)
Vortexmischer (Vortex Genie)
Thermomixer (ThermoMixer 5436)

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Leica, Wetzlar, Deutschland

Nikon, Tokio, Japan

Sartorius Lab Instruments Gmbh, Géttingen, Deutsch-
land

Sartorius Lab Instruments Gmbh, Géttingen, Deutsch-
land

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Becton Dickinson (BD), Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson (BD), Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson (BD), Heidelberg, Deutschland

Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Johnson & Johnson Medical
Deutschland

NordCap GmbH, Bremen, Deutschland
Scientific Industries Inc., New York, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

GmbH, Norderstedt,

Glutathion Bestimmung
Mikroreaktionsgefale

Photometer (FLUOstar Omega)
Pipette (5ul)

Pipette (20ul)

Pipette (50ul)

Pipette (200ul)

Pipette (1000ul)

Pipettenspitze (5ul; Tip One)
Pipettenspitze (50ul; Tip One)
Pipettenspitze (100ul; Tip One)
Pipettenspitze (10/20ul, Filter; Tip One)
Pipettenspitze (200 ul, Filter; Tip One)
Li-Heparin Réhrchen (MiniCollector)
Kryoréhrchen (Nunc)

Mikrozentrifuge (Mikro 200R)
Mikrozentrifuge (Centrifuge 5417 R)
Vortexmischer (Vortec Genie)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Starlab International Gmbh, Hamburg, Deutschland
Starlab International Gmbh, Hamburg, Deutschland
Starlab International Gmbh, Hamburg, Deutschland
Starlab International Gmbh, Hamburg, Deutschland
Starlab International Gmbh, Hamburg, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Thermo Fisher Scientific, Hennef, Diisseldorf
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Scientific Industries Inc., New York, USA

Tabelle 4: Ubersicht iiber verwendete Gerite.
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2.2 Versuchstiere und Tierhaltung

Far in vivo als auch ex vivo Studien wurden mannliche C57BL/6J Versuchsmause im
Alter zwischen 11 und 12 Wochen und einem Kdrpergewicht zwischen 24 und 32g verwendet,
welche kommerziell von der Firma Janvier (Janvier Labs, Saint-Berthevin, Frankreich) erwor-
ben wurden. Unterbringung, Haltung und Versuchsdurchfiihrung erfolgte unter der fachkundi-
gen Aufsicht und Pflege des Personals der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und wis-
senschaftlichen Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, sowie
den geschulten Mitarbeitern des kardiovaskularen Forschungslabors der Klinik fuir Kardiologie,

Pneumologie und Angiologie des Universitatsklinikums Dusseldorf.

Die Versuchstiere wurden in Kleingruppen, in nach der EU-Richtlinie 2010/63/EU hin-
reichend bemessenen Kafigen, gehalten [84]. Zur Minimierung von Einflissen durch externe
und haltungsbedingte Faktoren wurden umfassende Standardisierungen vorgenommen: Die
Versuchstierhaltung erfolgte durchgehend in einen Klimaschrank, welcher Luftfeuchtigkeit
(55% r.F.), Luftdruck (20 Pa) und Temperatur (23,0°C) regulierte. Durch einen Lichtwechsel
wurde circadiane Tag-Nacht-Rhythmik simuliert. Zu jedem Zeitpunkt bestand Zugang zu aus-
reichendem Futter und frischem Trinkwasser. Bei der Kleingruppenbildung wurde, unter den
Vorgaben der Randomisierung, auf ein harmonisches Miteinander geachtet, um Stressmo-

mente zu reduzieren und eine stabile Homoostase zu ermaoglichen.

Alle Versuche wurden unter Achtung des Tierwohles und Minimierung von Leid und
Beeintrachtigungen durchgefiihrt. In der Handhabung wurden zuvor etablierte Protokolle ein-
gesetzt, um eine Vereinheitlichung zu erzielen und Vergleichbarkeit zu ermdglichen. So wurde
in Kontakt mit den Versuchstieren auf regulierte Ablaufe und eine stressreduzierte Umgebung

geachtet, um externe Beeinflussung zu minimieren.

Die fur tierexperimentelle Untersuchungen notwendige Tierversuchsgenehmigung
wurde mit der Referenznummer 84-02.04.2015.A498 erteilt. Als Bestandteil des Genehmi-
gungsbescheides wurde mit absolviertem Versuchstierkundekurs (FELASA accredited Course

F048/16) eine Mitarbeit am Versuchsvorhaben genehmigt.

2.3 Tierexperimentelles Anamie-Modell

Um die Auswirkungen einer akuten, durch repetitive Blutabnahmen induzierte Anamie
auf die kardiale Funktion zu untersuchen, wurde ein tierexperimentelles Anamie-Modell in an-
sonsten gesunden Wildtyp-Mausen etabliert. Als Vergleichsgruppe wurden nichtanamische
Kontrollen definiert, welche aquivalenten Protokollen unterworfen wurden, ohne dass ein Blut-
verlust induziert wurde. Um eine Vergleichbarkeit der Kohorten zu erzielen, wurden die vor-
handenen Versuchstiere zu Studienbeginn randomisiert. Dies gewahrleistete, dass beide

Gruppen im Ausmalf interindividuellen Spezifitaten einander entsprachen.
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2.3.1 Anamieinduktion

Ziel der Anamieinduktion war die Manifestierung einer akuten und moglichst isoliert
bestehenden Anamie, welche definiert wurde durch eine vendse Vollblutprobe mit einem Hb-
Wert < 9 g/dl, herbeigeflihrt innerhalb weniger Tage. Versuchstiere, welche dieser Anamiein-

duktion unterworfen wurden, werden im Weiteren als ,,andmische Mé&use"“ bezeichnet.

Zur Blutentnahme bei kleinen Versuchstieren stehen verschiedene Enthahmemdglich-
keiten, entsprechend den Vorgaben der Gesellschaft flr Versuchstierkunde, zur Verfliigung
[85]. Bei der Auswahl des Entnahmeverfahrens sind verschiedene Faktoren zu beachten, wel-
che die Praktik der Blutabnahme bestimmen [85]. In Abhangigkeit von der gewlnschten Qua-
litat des Blutes, welche Faktoren wie Sterilitat, die Differenzierung zwischen arteriellem, venoé-
sem oder Mischblut, Verunreinigungen der Blutproben und Hamolyse einschlief3t, kbnnen ver-
schiedene Abnahme-Techniken Anwendung finden. Diese werden weiter charakterisiert durch
den Aspekt der Entnahmefrequenz (einmalig - mehrmalig) und der gewtinschten Blutmenge.
Unter Achtung der Charakteristika und Zielen des zu etablierenden Anamie-Modells wurden
repetitive Blutentnahme Uber eine Punktion der V. facialis als zielfuhrende Methode ausge-
wahlt. Mit dem Ziel den Hamoglobinverlust in Versuchstieren ausgeglichen zu induzieren,
wurde die Blutabnahmemenge auf 15% des Blutvolumens standardisiert, wobei angenommen

wurde, dass das Blutvolumen 60 ml pro kg Kérpergewicht betrug (Tabelle 5) [86].

Zur Punktion wurde ein hypnotischer Zustand mittels volatilen Anasthetikums Isofluran
initiiert. Als mogliche Komplikation war eine Hypothermie sowie eine Atem- und Herzkreislauf-
depression zu beachten [87]. Zur Verhinderung einer Infektion wurde die Punktionsstelle im
Sinne einer antiseptischen Prophylaxe vor der Punktion desinfiziert. Bei dem im Nackengriff
fixierten Versuchstieren wurde die Konfluenz der orbitalen und submandibularen venésen Aste
in die V. facialis aufgesucht und punktiert. Zum Aufsuchen der dorso-kaudalen Punktionsstelle
im Unterkiefer wurde, ausgehend von der Landmarke der mandibularen Talgdrise, eine mog-
liche Lokalisation durch Aufsuchen des Punktes, welcher eine Augenlange kaudal und eine
Augenbreite dorsal von dieser gelegen ist bestimmt und eine Punktion mit einer 5,00 mm Lan-
zette durchgefiihrt (Abb. 3). Dabei konnten spezifische Komplikationen auftreten, wie eine
durch zu tiefe Punktion verursachte Verletzung von Arterien und Schadelstrukturen. Nach Ab-
nahme des definierten Blutvolumens wurde die Punktionsstelle abgedriickt, um eine Hama-
tombildung zu verhindern. Um den entstandenen Volumenverlust auszugleichen, wurde eine
kristalloide, isotonische 0,9 % Natriumchlorid Lésung als Substitutionsmittel verwendet. Die zu
applizierende Menge entsprach dabei dem Doppelten der abgenommenen Menge Blut und
wurde zu einer Halfte intraperitoneal und zu anderen Halfte subkutan verabreicht, um Volu-
menverluste hinreichend zu kompensieren. Zur Bestatigung der Initiation eines anamischen

Zustandes wurden venose Blutproben mittels Blutbildanalysegerat gemessen.
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Mausgewicht Blutvolumen des Versuchs- 15% des Blutvolumens
tieres
26 g 1,66 ml 234 ul
27 g 1,62 ml 243 ul
28¢g 1,68 ml 252 ul
29¢g 1,74 ml 261 ul
30¢ 1,80 ml 270 ul

Tabelle 5: Beispielhafte Bestimmung der Blutabnahmemenge zur Andmieinduktion. Die Blutab-
nahmemenge berechnet sich aus der Annahme, dass Versuchstiere ein Blutvolumen von 60 mi/kg Kor-
pergewicht besitzten. Eine definierte Blutmenge [ul] wurde den Versuchsméusen, welche als ,,andmi-
sche Méuse* bezeichnet werden, an aufeinander folgenden Tagen bis zur Verifizierung einer manifesten

akuten Anémie abgenommen.

Abb. 3: Darstellung des Verlaufes der V. facialis. V. facialis, welche die tiefer gelegene A. facialis
begleitet, dargestellt in einer Préparation einer postmortalen Versuchsmaus. Die Punktionsstellen (Pfeil)

variierte dabei interindividuell, konnten jedoch ausgehend von Landmarken abgeschétzt werden.

2.3.2 Nicht-anamische Kontrollen

Als Referenzgruppe dienten Versuchsmause, welche vergleichbaren Protokollspezifi-
taten unterworfen wurden ohne Punktion der V. facialis. Am Untersuchungstag wurde die
Normwertigkeit der Hb-Konzentration mittels Blutprobe bestatigt, definiert durch einen erhobe-
nen Messwert innerhalb der Referenz zwischen 14 und 15 g/dl. Diese Versuchsmause werden

im weiteren Verlauf als ,Kontrollen” bezeichnet.
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2.4 Echokardiografie

Zur initialen Beurteilung der kardialen Funktion der Versuchstiere in vivo wurden im
Rahmen echokardiografischer Untersuchungen kardiale Funktionsparameter erhoben und in

Vergleich gesetzt.

In Vorbereitung auf die echokardiographische Untersuchung wurden die Versuchstiere
nach Narkoseinitiation mittels volatilem Anasthetikums Isofluran mithilfe von Klebestreifen
Uber die Extremitaten auf einem mobilen und beheizten Untersuchungstisch fixiert. Zur Uber-
wachung atem- und kreislaufdepressiven Wirkungen des Anasthetikums Isoflurans erfolgte
Uber Elektroden ein kontinuierliches Monitoring der Atem- und Herzfrequenz via EKG [88]. Die
Herzfrequenz war oberhalb von 400 Herzschlagen pro Minute zu erhalten, um physiologisch
adaquate Messparameter zu generieren. Dabei unterlag diese zum einen der kreislaufdepres-
siven Wirkung des Anasthetikums Isoflurans und zum anderen der reduzierenden Wirkung der
herabgesetzten Kérperkerntemperatur [88, 89]. Eine hinreichende Herzfrequenz konnte durch
Minimierung der Applikationsmenge des Isoflurans auf ein notwendiges Minimum unterstutzt
werden. Zur Verhinderung einer Auskihlung wurde auf eine Abdeckung mit Aluminimumfolie,
erh6hte Raumtemperatur und die Verwendung eines auf 41°C erwarmten Warmepads geach-
tet. Zusatzlich wurde zur Kontrolle der Kérperkerntemperatur eine rektal eingefiihrte Tempe-
ratursonde verwendet, um den Erhalt einer Kérpertemperatur von 37°C zu kontrollieren. Unter
Zuhilfenahme eines Langhaarschneiders und einer Enthaarungscreme war es moglich den
ventralen Thoraxbereich von Haaren zu bereinigen, um die Qualitat des Echokardiogramms

Zu steigern.

Zur Bemessung der kardialen Funktion wurden sechs Einstellungen mit spezifischen
Messparametern abgebildet (Tabelle 6). Zur Darstellung des linken Ventrikels wurde ein langer
Achsenschnitt im B-Mode (,brightness“ Mode) aufgezeichnet, welcher zur Evaluation der
wichtigsten Parameter der linksventrikularen Funktion diente (Abb. 4). In der angefiigten M-
Mode (,motion”— Mode) Darstellungen, welche sich durch hohe zeitliche Auflésung auszeich-
neten, fand die Ausmessung der Wanddicken und der Diameter des linksventrikularen Lumens
statt (Abb. 5a). Diese wurden Uber die lange Achse und die kurze Achse des linken Ventrikels
aufgezeichnet. Erganzt wurde die Aufzeichnung der systolischen und diastolischen Herzfunk-
tion durch die Darstellung des Blutflusses Uber die Mitralklappe zwischen linkem Vorhof und
linkem Ventrikel mittels Puls-Wellen-Doppler (,pulse-wave doppler) (Abb. 5b). In derselben
Einstellung wurde zusatzlich mittels Gewebs-Doppler (,tissue doppler”) die Ventrikelmotilitat
bemessen (Abb. 5¢). Zur Vervollstandigung wurde der Blutfluss Uber die Aortenklappe zwi-
schen linkem Ventrikel und Aorta ascendens mittels Puls-Wellen-Doppler (,pulse-wave dopp-

ler®) aufgezeichnet, um die Auswurfgeschwindigkeit des Blutes zu untersuchen.
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Schnittbild Messparameter Einheit Erlduterung
PSLAX B-Mode Herzfrequenz Herzschlage/Mi- Herzschlagfrequenz
(lange Achse) nute
Volumen; sys. ul Volumen des linken Ventrikels in Sys-
tole
Volumen; dia. ul Volumen des linken Ventrikels in Dias-
tole
Schlagvolumen ul Auswurfmenge des linken Ventrikels
pro Kontraktion
Ejektionsfraktion % Anteil des end-diastolischen Volumen
welches pro Kontraktion ausgeworfen
wird
Herzzeitvolumen mi/min Blutvolumen welches pro Minute vom
linken Ventrikel ausgeworfen wird
PSLAX M-Mode | Durchmesser; sys. | mm Durchmesser des linken Ventrikels
(lange und kurze wéhrend Systole
Achse) Durchmesser; dia. | mm Durchmesser des linken Ventrikels
wéhrend Diastole
Verklirzungsfrak- % teilweise Verkirzung des linken
tion Ventrikels von Systole zu Diastole
LV Masse mg Geschétztes absolutes Gewicht des
linken Ventrikels
MV Flow IVCT ms Isovolumetrische Kontraktionszeit des
(Mitral valve) linken Ventrikels
IVRT ms Isovolumetrische Relaxationszeit des
linken Ventrikels
MV Decel ms Zeit der friihen Fillungsphase
MV ET ms Gesamitzeit der Fiillung des linken
Ventrikels
MV Tissue A mmy/s Spétes Mitralklappen- Flussignal, Aus-
(Mitral valve) mal der aktiven Flillung durch Vorhof-
kontraktion
E mm/s Friihes Mitralklappen-Flusssignal,
Ausmal3 der passiven Fiillung des lin-
ken Ventrikels
AoV Flow Geschwindigkeit mmy/s Geschwindigkeit (iber die Aorten-
(Aortic valve) klappe

Tabelle 6: Ubersicht iiber zu erhebende Messparameter in der Echokardiographie. Ubersicht iiber

die erhobenen Messparameter im Rahmen des Protokolls der Echokardiographie an Versuchsméusen.

Um mogliche Anpassungen der kardialen Funktion durch Anamieinduktion darstellen

zu kénnen, wurden die Versuchstiere initial vor der ersten Blutabnahme und nach erfolgreicher

Anamieinduktion untersucht.
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Abb. 4: Echokardiographische Darstellung des langen Achsenschnittes im B-Mode. In diesem
Schnittbild wurden die Herzfrequenz und Volumina des linken Ventrikels sowie die abgeleiteten
Messparameter Ejektionsfraktion und Herzzeitvolumen bestimmt. Rétlich dargestellt das Myokard mit

zentral dargestelltem Lumen des linken Ventrikels (heller Bereich).

Diameter; d
B T\‘\ ;

B =

s

Abb. 5: Darstellung echokardiographischer Einstellungen des Untersuchungsprotokolls. A: M-
Mode-Tracing zur Ausmessung der Wanddicken und der Diameter des linksventrikuldren Lumens mit
Diameter; s (systolisch) und Diameter; d (diastolisch) B: Puls-Wellen-Doppler zur Aufzeichnung der
mitralen Flussgeschwindigkeit mit E (Anfang der diastolischen Kontraktion) und A (spé&t-diastolische
Kontraktion). Die IVRT (isovolumetrische Relaxationszeit) beschreibt die diastolische Funktion und die
IVCT (isovolumetrische Kontraktionszeit) die systolische Funktion des linken Ventrikels. C: Darstellung
des Gewebs-Dopplers mit IVRT, IVCT, E" Welle (entspricht Bewegung des Mitralannulus wéhrend der
friihen diastolischen Fiillung des LV) und A' Welle (Vorhofsystole wéhrend der spéaten Fiillung des LV).
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2.5 Isoliert perfundiertes Herz nach Langendorff

Bei dem Modell des isoliert perfundierten Herzens nach Langendorff handelt es sich
um eine ex vivo Methode, welche durch Explantation eines Saugetierherzens, dessen kardiale
und hamodynamische Charakterisierung erlaubt, ohne modulierenden systemischen Einflis-
sen unterworfen zu sein. Dabei kann das isoliert perfundierte Herz nach Langendorff als ein
zielgerichtetes, reproduzierbares und sensitives Modell dargestellt werden, um kardiale Funk-

tion und Schaden zu erfassen [90].

Der in diesem Studiendesign verwendete Versuchsaufbau geht auf das von Oscar Lan-
gendorff entwickelte ex vivo Modell zurtick. Kennzeichnend fiir sein Modell ist die retrograde
Perfusion der Aorta mittels einer nahrstoffreichen und oxygenierten Substitutionslésung, wel-
che es dem explantierten Herzen ermdglicht, in einem thermostabilen Milieu Uber Stunden
weiter zu wirken [90, 91]. Die isolierte Betrachtung des Herzens erlaubt eine Beschreibung im
Zustand der Unabhangigkeit von neuronalen und hormonellen Einflissen, wie sie in einem in
vivo Experiment nicht méglich ware. Dies bietet die Moglichkeit reelle Kontraktilitat (Inotropie),
koronarmuskulotrope Effekte (koronare Blutflussregulierung) sowie bioelektrische Parameter

von Herzen unabhangig systemischer Beeinflussung zu detektieren und zu vergleichen.

Uber basale Charakterisierung hinaus, kénnen weiterfihrende Untersuchungen im Rahmen
von biochemischen, physiologischen und morphologischen Studien angeschlossen werden.
So kénnen Einflisse von Medikamentenapplikationen auf die koronare Funktion und Gewe-

beadaptionen unter Hypoxie detailliert dargestellt werden.

2.5.1 Beschreibung des Langendorff Versuchsaufbau

Bei den ex vivo Versuchen des isoliert perfundierten Herzens nach Langendorff wurde
das zu untersuchende Versuchstierherz nach Explantation Gber eine Stahlkandle in ein Perfu-

sionssystem integriert, welches dieses retrograde mit einer Substitutionsldsung versorgte [92].

Mittels einem in den linken Ventrikel eingefiihrten Ballonkatheter konnten mechanische Para-
meter erhoben werden. Protokollen folgend wurden die isoliert perfundierten Versuchstierher-

zen verschiedenen Untersuchungssituationen unterworfen.

Um einen physiologischen Stoffwechsel des Myokards mit hinreichender Nahrstoff-
und Elektrolytversorgung sicherzustellen, wurde eine modifizierte Krebs-Henseleit Losung als
Perfusat eingesetzt. Die Perfusat-Versorgung erfolgte aus einem Reservoir, welches mittels
eines Wasserbades erwarmt und durch konstante Begasung mit Carbogen (95% O- und 5%
CO,) liber eine Gasfritte oxygeniert wurde. Uber einen Zulaufschlauch war das Reservoir mit
der Herzkammer verbunden, wobei eine zwischengeschaltete Rollerpumpe den Perfusat-Zu-
fluss standardisierte. Innerhalb der Herzkammer wurde ein thermostabiles Milieu generiert,

welches den Erhalt der kardialen Funktion des Versuchstierherzens sicherte.
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Eine gleichbleibende Perfusion des Myokards konnte gewahrleistet werden, indem bestandig
mehr Substitutionslésung von der Rollerpumpe geférdert wurde als das Herz benétigte. Dieser
Uberschuss konnte durch einen Uberlaufschlauch abgeleitet werden, in welchem Uber eine
eingefligte Membran ein Widerstand generiert wurde. Uber einen konnektierten Druckregler
konnte der Druck Uber diese Membran variiert und somit der Perfusionsdruck auf das Ver-
suchsherz angepasst werden. Uber ein analoges Druckmanometer konnte der aktuelle Aorten-
Perfusionsdruck detektiert werden. Fir eine Vergleichbarkeit von erhobenen Messparametern
war es notwendig einen standardisierten Perfusionsdruck zu etablieren und diesen Uber die

gesamte Dauer des Experimentes zu erhalten.

Das Perfusat, welches Uber die retrograd perfundierte Aorta dem Herzen zugeleitet wurde,
Uberstieg mit seinem generierten Perfusionsdruck den vom linken Ventrikel aufgebauten
Druck, sodass die Aortenklappe sich schloss und eine Perfusion der Koronaren forcierte. Re-
sultierend aus dem Perfusionsdruck konnte durch einen in den Aortenblock integrierten Durch-
flussmesser der Perfusatfluss Uber die Kanlle aufgezeichnet werden, welcher bei Verschluss
der Aortenklappe dem koronaren Fluss entsprach. Zur Verhinderung von Luftembolien war
eine Compliance Kammer in den Aortenblock integriert, um als Abfangmaéglichkeit fur Luftbla-
sen zu fungieren. Die Perfusatmenge, welche die Koronarien durchsetzte, wurde Uber das

venose System des Herzens in den praparatorisch eréffneten rechten Vorhof abgeleitet.

Zusatzlich zum Perfusionsdruck und dem resultierenden koronaren Fluss wurde die mechani-
sche Funktion des Versuchsherzens als isovolumetrische Kontraktion des linken Ventrikels
durch einen Ballonkatheter gemessen. Durch das Flussigkeitsvolumen im Ballon konnte inner-
halb des linken Ventrikels Vorlast simuliert werden. Unter zu Hilfenahme eines Druckwandlers

konnte die mechanische Aktion des linken Ventrikels abgebildet werden.

Durch einen externen Schrittmacher wurden die Versuchsherzen auf 600 Herzschlage pro Mi-
nute rhythmisiert. Die Platzierung des externen Schrittmachers erfolgte am Kammermyokard
zwischen den beiden Herzéhrchen. Um eine erfolgreiche Rhythmisierung zu gewahrleisten,
betrug die Stimulationsamplitude mit rund 2 Volt das Doppelte der Reizfrequenz. So konnten

interindividuelle Herzfrequenzadaptionen angepasst und Vergleichbarkeit ermdglicht werden.

Weiterflihrend eignet sich die Langendorff-Apparatur neben der basalen Untersuchung physi-
ologischer Parameter des Herzens, auch zur experimentellen Applikation von verschiedenen
Substanzen. Im Rahmen dessen wurden positiv inotrope und vasodilatierende Medikamente
flussadaptiert appliziert, indem sie Uber einen separaten Zulaufschlauch seitlich in die Compli-
ance Kammer eingeleitet wurden. Um ein mdglichst zuverlassiges Beifigen der Medikamente
zu erreichen und eine Kontamination des gesamten Systems zu verhindern, endete der Zulauf
unmittelbar oberhalb der Aortenkanile. Die vorbereiteten und standardisierten Medikamenten-

I6sungen wurden Uber eine Spritzenpumpe appliziert und standardisiert.
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2.5.2 Krebs-Henseleit Losung

Zur Aufrechterhaltung der Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung bzw. der lonen- und
pH-Homdostase wahrend der Praparation und in der Langendorff-Apparatur wurde eine mo-
difizierte saline Lé6sung nach Krebs und Henseleit eingesetzt [93]. Die angepasste zellfreie,
isotonische Elektrolytldsung, welche die in der extrazellularen Fliussigkeit vorhandenen Elekt-
rolyte und Puffersubstanzen enthalt, basiert auf einer von Krebs und Henseleit entwickelten
,physiologischen“ Losung [94].

Um ein mdglichst physiologisches Milieu zu schaffen, werden einer entionisierten
Grundlésung verschiedene Elektrolyte zugesetzt (Tabelle 7). Nach Ansetzung der Lésung
wurde durch eine 15-minitige Begasung mit Carbogen der pH-Wert auf den physiologischen
Wert von 7,4 eingestellt. Im Anschluss wurde Calciumchlorid als letzte Komponente beigefugt,
um vorzubeugen, dass sich die in der Lésung befindlichen Calcium- und Phosphationen zu
einer Komplexbildung verbinden. Das hergestellte Perfusat wurde unter Verwendung eines
Mikrofilters mit einer Porengrée von 0,45 uym in einer Unterdruck-Apparatur gefiltert, um zu
verhindern, dass verbliebende Mikropartikel im Versuchsverlauf eine Embolie der Herzgefalie

verursachen.

Um eine adaquate Sauerstoffversorgung und somit nattirlichen Metabolismus des Her-
zens zu sichern, war eine kontinuierliche Begasung des Perfusats mit Carbogen notwendig.
Um maoglichst physiologische und konstante Bedingungen zu schaffen, wurde das Perfusat mit
Beginn der Begasung in einem Wasserbad auf 38,5 °C erwarmt, um sicherzustellen, dass die
Temperatur des Perfusat bei Erreichen des Versuchsherzen einem physiologischen Niveau

von 37°C entsprach.

Substanz Konzentration [mmol/I]
NaCl 116
KClI 4,6
MgSOq 1,1
NaHCO3 24,9
KH2POq 1,2
Glucose 8,3
Pyruvat 2
CaCl: 2,5

Tabelle 7: Zusammensetzung der modifizierten Krebs-Henseleit Lésung. Substrate wurden in ihrer

Jeweiligen Konzentration einer entionisierten Grundlésung zugesetzt.
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2.5.3 Herzentnahme und Praparation

Nach Vorbereitungen der Langendorff-Apparatur fir die angestrebte experimentelle
Untersuchungssituation wurde mit der Praparation und der Darstellung des isoliert perfundier-

ten Mauseherzens begonnen.

Durch eine kérpergewichtsadaptierte, intraperitoneale Anasthesie mittels Ketanest (0,2
mg/g) und Xylacin (0,02 mg/g) wurde in Vorbereitung auf die Herzentnahme ein Zustand der
Relaxation und Hypnose fir den Zeitpunkt der Thoraxerdffnung induziert. Um eine hohe Si-
cherheit in der Narkoseeinleitung zu gewahrleisten, wurden Voraussetzungen wie sicheres
Handling, stressfreier Transport und allgemeine Stressreduktion erflllt. Nach erfolgreicher
Narkoseeinleitung wurde das Versuchstier mit Heparin kérpergewichtsadaptiert (5 IU/g Kor-
pergewicht) effektiv antikoaguliert, um eine Thrombenbildung im Herzen zu verhindern. Mittels
Langhaarschneider wurde die Fellbehaarung im ventralen Thoraxbereich entfernt. Nach ab-
gelaufener Anflutungsszeit des Heparins wurde das Versuchstier auf einen Praparationstisch

platziert und an Extremitaten und Schwanz fixiert (Abb. 6A).

Mit Hilfe einer chirurgischen Gewebeschere und unter Fixierung mittels einer Pinzette erfolgte
eine antero-laterale Thorakotomie, um einen Zugangsweg zum Herzen zu schaffen. Dazu
wurde medial, unterhalb des Xiphoids ansetzend, eine ca. 1,5 cm lange vertikale Hautinzision
nach kranial gesetzt. Das Xiphoid wurde im Folgenden mit einer Pinzette leicht abgehoben
und durch eine Inzisur die thorakale Faszie durchtrennt. Unter kontinuierlicher Fixierung des
Xiphoids erfolgten, ausgehend von dieser Inzisur, bilateral Schnitte in die Achselhdhlen unter
Durchtrennung der Rippenbdgen. So war es moglich den ventralen Thoraxabschnitt zu mobi-
lisieren und zu deflektieren, wodurch sich freier Zugang zum Herzen und den beiden Lungen-
fligel prasentierte (Abb. 6B).

Um eine Entnahme des Herz-Lungen-Paketes zu ermdglichen, wurde die V. cava inferior und
die distale Aorta descendens an der Stelle ihres Ubertritts in den Thoraxraum durchtrennt.
Unter standiger Fixierung und Deflexion wurde der Gefalistamm nach kranial fortlaufend durch
kleine Schnitte entlang der Wirbelsaule freigesetzt. Folgend wurden die kranial gelegenen Ge-
fale Aorta ascendens und V. cava superior durchtrennt, sodass das Herz-Lungen-Paket an

V. cava inferior bzw. Aorta descendens aus dem Thorax extrahiert werden konnte (Abb. 6C).

Unmittelbar nach der erfolgreichen Mobilisation des Herz-Lungen-Paket wurde dies in eine
Praparationsschale tbertragen, welche durch den kontinuierlichen Durchfluss von Kihlfllissig-
keit auf 3°C geklhlt wurde und mit eiskaltem, durch Carbogen oxygeniertem Perfusat aufge-
fullt war. Um Thrombenbildung wahrend der Praparation vorzubeugen, wurden dem Perfusat
0,8 ml Heparin (5 IU Heparin/ml) in der Praparationsschale beigefiigt. Durch die Kiihlung sollte

eine Reduktion des Herzmetabolismus erzielt werden, um einen Zustand im Sinne einer kalten
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Ischamie zu genieren. Das Praparieren innerhalb eines sauerstoff- und nahrstoffreichen Mili-

eus sollte die mit der Praparation einhergehenden ischamischen Schaden reduzieren.

Unter Zuhilfenahme eines Lichtmikroskops wurden darauffolgende Praparationsschritte unter
mikroskopischer Kontrolle fortgefuhrt. Mit einer Mikroschere und Uhrmacherpinzetten wurden
Lungenfliigel, Osophagus und Thymus entfernt. Dabei wurde die Aorta ascendens freigelegt
und Uber eine Lange von ca. 1 cm dargestellt. Unmittelbar unterhalb des Abganges des
Truncus brachiocephalicus wurde die Aorta abgetrennt und verbliebende Gewebereste ent-
fernt. Um einen freien Zugang fur den Ballonkatheter zum linken Ventrikel zu schaffen, wurde
im Bereich der Vv. pulmonales die Vorhofwand des linken Ventrikels er6ffnet. Dabei war eine
moglichst restlose Entfernung der Vorhofwand anzustreben, ohne die Mitralklappe oder das
Septum zu verletzten. WeiterfUhrend wurde durch Inzision der A. pulmonalis ein Zugang zum
rechten Vorhof geschaffen, Gber welchen der Perfusatabfluss aus dem Herz geleitet wurde
(Abb. 6D).

Mit Hilfe zweier feiner Uhrmacherpinzetten wurde die Aorta tber das Ende der Stahlkanile
gestulpt. Aufgrund der Elastizitat der Aorta war dies mdglich, obwohl der duf3ere Durchmesser
der Kanule wesentlich groRer war als der Innendurchmesser der Aorta. Bei der Positionierung
der Kanule war sicherzustellen, dass die Kanule oberhalb der Aortenklappe endete, um eine
Perfusion Uber die Koronararterien und nicht des linken Ventrikels zu erzielen. Nach mikrosko-
pischer Kontrolle einer hinreichenden Lage der Kanule innerhalb der Aorta wurde diese mittels
Ligatur fixiert (Abb. 6E).

Das isolierte Versuchstierherz wurde tber die Kanile in die Langendorff-Apparatur integriert.
Bei Konnektion war zu beachten, dass die Kaniile frei von Luftblasen war und durch kontinu-
ierlichen Perfusatfluss und schrages Heranfluhren der Kanule an den Perfusattropf das Risiko

einer Verschleppung von Luftblasen in das Herz minimiert wurde.

Wahrend der Praparation war das Herz einer unzureichenden Versorgungslage ausgesetzt,
welche einer Ischamiephase entsprach. Um daraus resultierende negative Effekte zu minimie-
ren, musste die Praparationsdauer von der Er6ffnung des Thorax bis zum Anschluss des iso-
liert perfundierten Herzens in der Langendorff-Apparatur gering gehalten werden [95]. Zur Er-

haltung der Vergleichbarkeit wurde eine tolerierbare Praparationsdauer definiert.

Um standardisierte Messparameter zu erheben, wurde ein angepasster Ballonkatheter
im linken Ventrikel platziert, die Herzfrequenz durch einen externen Schrittmacher normiert
und der Perfusionsdruck reguliert (Abb. 6F). Zur Messung der isovolumetrischen Kontraktion
des linken Ventrikels wurde ein eigens flr die Versuchsherzen hergestellter Polyvinylchlorid
Ballonkatheter verwendet. Dieser zeichnete sich durch seine, dem Innenraum des linken

Ventrikels angepasste, optimierte Grofie und Volumen aus (Abb. 7).
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Abb. 6: Darstellung der Prdparationsschritte im Rahmen des Langendorff Protokolls. A: Ange-
sichts eines mdéglichst sauberen und somit genauen Arbeitens wurde die Fellbehaarung der Maus im
ventralen Thoraxbereich entfernt. Nach Anflutung von Anésthetikum und Heparin wurde das Versuchs-
tier auf einem Préparationstisch platziert. B: Um einen Zugangsweg zum Herzen zu schaffen wurde
eine antero-lateraler Thorakotomie durchgefiihrt, wofiir eine vertikale Hautinzision und laterale Entlas-
tungsschnitte unter Durchtrennung der Rippenbdgen vorgenommen wurde. C: Das Herz-Lungen-Paket
konnte nach Durchtrennung der GeféRversorgung mobilisiert und extrahiert werden. D: Unter Zuhilfen-
ahme eines Lichtmikroskops wurde das Herz prépariert. Dabei wurden Lungenfliigel, Osophagus und
Thymus entfernt und die Aorta ascendens liber eine Lénge von ca. 1cm dargestellt. Um im Verlauf den
Ballonkatheter vorschieben zu kénnen war die Eréffnung des linken Vorhofes notwendig. E: Aufgrund
der Elastizitét der Aorta k6énnte diese liber eine Stahlkaniile gestiilpt und mittels Ligatur fixiert werden.
F: Durch den platzierten Ballonkatheter konnten unter standardisierten Bedingungen représentative
Messparameter des Versuchstieres erhoben werden.

T/

Abb. 7: Schematische Darstellung des angefertigten Katheters. Der Katheter setzt sich zusammen

aus einem angepassten Ballon, welcher (ber einen Tubus mit einer abgestumpften 26G Kanlile ver-
bunden ist.
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2.5.4 Messparameter

Im Rahmen von Untersuchungssituationen kénnen mit dem isoliert perfundierten Herz

nach Langendorff verschiedene Messparameter erhoben werden. Zu diesen zahlen koronar-

muskulotrope Messparameter und kardiovaskulare Funktionsparameter (Tabelle 8).

Messparameter | Einheit Erlduterung

HF Herzschldge/min | Herzfrequenz; Anzahl der Herzschldge pro Minute

Prmax mmHg Maximal erreichter Druck wéhrend eines Herzschlages

Phmin mmHg Minimal bestehender Druck wéhrend eines Herzschlages

Phod mmHg Bestehender Druck zu Beginn der Diastole

Ped mmHg Bestehender Druck am Ende der Diastole

Pes mmHg Bestehender Druck am Ende der Systole

DP mmHg Differenz aus maximal erreichtem und bestehendem mini-
malem Druck

LVDP mmHg Maximaler entwickelter Druck des linken Ventrikels

LVEDP mmHg Maximaler entwickelter enddiastolischer Druck des linken
Ventrikels

dP/dtmax mmHg Maximale Rate des Druckanstieges wéhrend der Kontrak-
tion (positive slope)

dP/dftmin mmHg Maximale Rate der Druckabnahme wéhrend der Relaxation
(negative slope)

Cl sec-1 Cardiac Index: Quotient aus dP/dTmax und dem Druck zu
diesem Zeitpunkt (dP/dTmax / P)

MaxF ml/min Héchster erreichter Fluss innerhalb eines Herzschlags

MinF ml/min Minimaler bestehender Fluss innerhalb eines Herzschlages

MBF ml/min Mittlerer bestehender Fluss innerhalb eines Herzschlages

CorF ml/min/g Koronarer Fluss pro Minute pro Gramm Herzgewicht

Tabelle 8: Ubersicht iiber zu erhebende Messparameter im Rahmen des Langendorff Versuchs-

aufbau. Représentative Messparameter von Versuchsméausen kénnen die Myokardfunktionalitédt wéh-

rend unterschiedlichen Untersuchungssituationen beschreiben.
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2.5.5 Langendorff Laborstudien - Kalibrierung

Im Rahmen von Langendorff Laborstudien wurden zwei Versuchstiergruppen im Hin-
blick auf ihre kardiale Funktion basal, in Reaktionen auf flussadaptierte Applikationen von va-
soaktiven und kardiowirksamen Substanzen und wahrend eines Ischamie/Reperfusionsereig-
nisses charakterisiert. Standardisierte Protokolle wurden etabliert und in Ablaufen und Zeitin-

tervallen durch das verwendete Datenerhebungsprogramm ausgefuhrt.

Jeder definierten Untersuchungssituation war eine allgemeine Kalibrierungsphase (Tabelle 9)
voranzustellen, in welcher bestehende Gegebenheiten von den Versuchstierherzen adaptiert
wurden. Nach Anpassungsprozessen konnten individuell reprasentative Funktionalitaten er-
hoben werden. Darlber hinaus konnte als Auswertung der Reagibilitdt auf eine globale

Kurzischamie ein hinreichender Erhaltungszustand der Versuchstierherzen dargestellt wer-

den.
Protokollabschnitt Beschreibung
Versuchsbeginn - Einsetzen des préparierten und kanlilierten Herzens in
die Langendorff-Apparatur
- Standardisierung des Perfusionsdruckes
- Einfiihren des Ballonkatethers in den linken Ventrikel
- Rhythmisierung der Herzfrequenz
- Starten des Versuchsprotokolls
Initiationsphase (1) - Aufzeichnung einer 1-mindtitigen Initialphase
Adaptionsphase - Einschlagsphase l(ber 20 Minuten mit Ausbildung eines
Plateaus unter standardisierten Bedingungen
Ischémie- und - Aufzeichnung einer 1-minlitigen représentativen Base-
Reperfusionsphase (2-3) line
- Globale Ischdmiephase liber 20 Sekunden
- Reperfusionsphase mit reaktiver Hyperdmie
Recovery (4) - 5-mintitige Erholungsphase
- Aufzeichnung einer 1-minlitigen ,Recovery” Phase

Tabelle 9: Darstellung des Kalibrierungsprotokolls in Langendorff Laborstudien. Vor jeder Unter-
suchungssituation durchgefiihrt, erlaubt das Protokoll individuell reprédsentative Messwerte und den Er-
haltungszustand der Versuchstierherzen nach Préparation zu beschreiben. In Klammern dargestellte

Zahlen benennen dabei definierte Messpunkte.

Unter Voraussetzung einer addquaten Kalibrierungsphase, welche einen hinreichen-
den Zustand der Versuchstierherzen belegte, konnten diese im Rahmen weiterfihrender Stu-

dien untersucht und dargestellt werden.
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2.5.6 Langendorff Laborstudien — Substanzapplikation

Uber basale Charakterisierung im Rahmen der Kalibrierungsphase hinaus sollte durch
Applikation von vasoaktiven und kardiowirksamen Substanzen weiterfuhrende Darstellung pa-
thophysiologischer Adaptionen andmischer Versuchstiere erlaubt werden. Dazu wurden ei-
nem Protokoll folgend, die kardiovaskular wirksamen Substanzen Bradykinin, Adenosin und

Isoproterenol standardisiert appliziert und in ihrer Wirkung ausgewertet (Tabelle 10).

Die Applikation erfolgte flussadaptiert durch eine Spritzenpumpe, um konstante und einheitli-
che Substanzkonzentrationen im Perfusat zu erzielen. Dem durch Substanzen induzierten Ef-
fekt auf den koronaren Fluss folgend, durfte die Laufrate der Spritzenpumpe zweimal korrigiert
werden. Diese Limitierung beugte einer Uberdosierung vor. Zwischen den Applikationen wur-
den Spulphasen definiert, um Substanzeffekte unverfalscht beschreiben zu kénnen. Im Rah-
men einer Anschwemmungsphase wurde sichergestellt, dass die zu applizierende Substanz
bis zum Versuchstierherzen vorgespult wurde. Fir eine standardisierte Applikation und Be-
obachtung von Effekten wurden samtliche Substanzreste in einer Spulphase aus dem System

und dem Versuchstierherzen herausgewaschen.

Protokollabschnitt Beschreibung

Bradykinin Applikation (5-6) - Aufzeichnung einer 1-minlitigen ,,Bradykinin Baseline“ Phase

Flussadaptierte Applikation von Bradykinin (ber 5 Minuten

- Aufzeichnung einer 1-minlitigen ,,Bradykinin Effekt“ Phase

Spliilphase - Anschwemmung des Adenosins bis zur ersten Reaktion

- 10-minditige ,,Spiilphase” mit Perfusat

Adenosin Applikation (7-8) - Aufzeichnung einer 1-minlitigen ,Adenosin Baseline“ Phase
- Flussadaptierte Applikation von Adenosin iber 5 Minuten

- Aufzeichnung einer 1-minlitigen ,Adenosin Effekt“ Phase

Splilphase - Anschwemmung des Isoproterenol bis zur ersten Reaktion

- 10 minditige Spiilphase mit Perfusat

Isoproterenol Applikation (9-10) | -  Aufzeichnung einer 1-miniitigen ,Isoproterenol Baseline“
Phase
- Flussadaptierte Applikation von Isoproterenol (iber 5 Minuten

- Aufzeichnung einer 1-minlitigen ,,Isoproterenol Effekt“ Phase

Versuchsende - Beendigung des Studieprotokoll

- Entfernung des Herzens aus dem Langendorff-Modell

Tabelle 10: Darstellung des Substanzprotokolls in Langendorff Laborstudien. Flir spezifische
Substanzeffekte wurden Applikations- und Splilphasen definiert. In Klammern dargestellte Zahlen be-

nennen dabei definierte Messpunkte.
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2.5.6.1 Bradykinin

Das Peptid- und Gewebshormon Bradykinin fungiert sowohl als physiologischer als
auch pathophysiologischer Mediator, welchem neben seiner Interaktion mit den Endothelzel-
len des Gefallsystems auch Beteiligungen an Schmerzerzeugung [96], Mediation von Entziin-
dungen und kardioprotektive Effekte [97] zugesprochen werden kénnen. Bradykinin wird durch
eine reversibele Vasodilatation mit einer Regulation des kardiovaskularen Systems assoziiert,
indem es in Abhangigkeit von Endothelzellen via Stickstoffmonoxid (NO) Freisetzung zu einer
Relaxation glatter Gefalkmuskelzellen flhrt [98].

Die durch die kurze Halbwertszeit stark limitierte Kininwirkung [99] verfugt, via konstitutiv ex-
primierten Bz-Rezeptoren, Uber gefalregulierende Effekte durch endotheliale NO-Synthase
(eNOS) (Abb. 8) [100]. Obwonhl die Regulation der Bradykininrezeptoren bisher nicht vollstan-
dig erfasst ist, konnten Hinweise auf eine Hochregulierung durch Zytokine und oxidativen
Stress beschrieben werden [101, 102]. Sowohl B,-Rezeptoren als auch Aktivitat der eNOS
konnten in kardialen Myozyten nachgewiesen werden, welche auf einem intakten Kallikrenin-

Kinin-System im Herzen beruhen [103].

Abb. 8: Vasomotorische Auswirkungen von Bradykinin im Herzen. Bradykinin (B) induziert durch
Interaktion mit konstitutiv exprimierten Bradykinin Rezeptor Bz (BzR) via Phospholipase C (PLC) eine
Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS). Das kurzlebige Stickstoffmonoxid
(NO) diffundiert zu seinem Zielort und bewirkt dort durch Aktivierung der léslichen Guanylatzyklase
(sGC) eine Umsetzung von Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem Guanosinmonophosphat
(cGMP). Dieses ruft durch die Proteinkinase G (PKG) eine Phosphorylierung (P) der Myosin-Leichten-
ketten-Kinase (MLKK) und der Ca?™ ATPase in der Membran des endoplasmatischen Retikulums eine

Relaxation der glatten Muskelzellen hervor.

Im Rahmen des Medikamentenprotokolls wurde die Bradykinin-Applikation auf eine
Stoffkonzentration von 5 pmolar standardisiert. Durch Verwendung einer Spritzenpumpe
konnte eine konstante und einheitliche Substanzkonzentration im Perfusat erzielt werden.
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2.5.6.2 Adenosin

Uber vielfaltige Funktionen des Nukleoside Adenosin im Nervensystem [104, 105], im
respiratorischen System [106], in der Skelettmuskulatur [107] und in der Niere [108, 109] kon-
nen, bezogen auf das kardiovaskulare System, Reduktion der Zellfunktion und Energiever-
brauch durch Induktion von Bradykardie, Hypotension und koronarer Vasodilatation beschrie-
ben werden [110-112]. Dabei scheint die myokardiale Adenosin-Freisetzung einen entschei-
denden Beitrag zur metabolischen Regulation des koronaren Blutflusses zu leisten [113].

Die Nomenklatur der Purinozeptoren umfasst zwei Gruppen, von denen sich die P,-Purinozep-
toren durch eine hohe Affinitat zu Adenosin auszeichnen. Dabei werden die Rezeptoren AR,
A2aR, A2sR und AsR unterschieden, welche durch Kopplung mit G-Proteinen die Aktivitat der
Adenylatzyklase modifizieren. Aufgrund der Abschwachung stimulatorisch wirkender Kate-
cholamineffekten vermittelt der A1R dabei kardiale Funktionsreduktion durch negative chrono-
trope, dromotrope und inotrope Effekte [110-112]. In Blutgefaflen konnten A2aR sowohl in
glatten Muskelzellen als auch Endotheliumszellen nachgewiesen werden, welche mit einer
Vasodilatation und positiver Inotropie assoziiert sind [114, 115] (Abb. 9). Diese Funktion wird
auch den AzeR zu geschrieben [116, 117]. Via AsR scheint Adenosin kardioprotektive Effekte
in ischamischen Zustanden und eine Reduktion des Ischamie/Reperfusionsschaden zu indu-
Zieren [118].

Abb. 9: Vasomotorische Auswirkung von Adenosin im Herzen. Auf endothelialen und vaskulédren
glatten Muskelzellen lokalisiert, vermitteln die A2R liber ein stimulatorisches G-Protein (Gs) eine Aktivie-
rung der Adenylatzyklase (AC) mit Umsetzung von Adenosintriphosphat (ATP) in cAMP. Durch dieses
wird die ProteinkinaseA (PKA) aktiviert, welche zur Phosphorylierung (P) von Ca?*ATPase und Myosin-

Leichketten-Kinase (MLKK) und somit eine Vasodilatation der Koronargefél3e induziert.

Im Rahmen des Medikamentenprotokolls wurde die Adenosin-Applikation auf eine
Stoffkonzentration von 1 pmolar standardisiert. Durch Verwendung einer Spritzenpumpe

konnte eine konstante und einheitliche Substanzkonzentration im Perfusat erzielt werden.
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2.5.6.3 Isoproterenol

Isoproterenol, auch unter dem Freinamen Isoprenalin bekannt, ist ein synthetisch her-
gestelltes Noradrenalin-Derivat, welches als nicht-selektives Betasympathomimetikum Ver-
wendung findet [119]. Im Gegensatz zu Noradrenalin, welches eine hohe Affinitat gegentber
a-Adrenozeptoren aufweist, ist Isoproterenol durch eine B-Adrenozeptoren Spezifitat gekenn-
zeichnet, vermittelt durch den Substituenten N-Isopropyl.

Im Herzen besteht eine Koexistenz von B+- und B2-Adrenozeptoren (Abb. 10). Dabei kann die
Stimulation der B-Adrenozeptoren als ein physiologischer Mechanismus zur akuten Steigerung
der kardialen Performance beschrieben werden [120]. Stimulationen der B1-Adrenozeptoren
wirken positiv inotrop (Steigerung der Kontraktionskraft), positiv chronotrop (Erhéhung der
Herzfrequenz), positiv dromotrop (Beschleunigung der Erregungsleitung) und positiv bath-
motrop (Senkung der Reizschwelle) im Sinne einer Leistungssteigerung [121-123]. Eine Sti-
mulation der B2>-Adrenozeptoren induziert, durch Relaxation der glatten GefaBmuskulatur, eine
Vasodilatation. Diese Effekte werden durch Aktivierung der Adenylatzyklase vermittelt, welche
mit einem Anstieg der cyclischen Adenosinmonophosphat Konzentration einhergeht [124].

Abb. 10: Vasomotorische Auswirkung von Isoproterenol im Herzen. Exprimierte 31-Adrenozepto-
ren (B1AR) des Myokards und 2- Adrenozeptoren (32AR) der GefalBmuskulatur werden durch Isopro-
terenol stimuliert. Vermittelt (iber ein stimulatorisches G-Protein (Gs) wird die Adenylatzyklase (AC) mit
Umsetzung von Adenosintriphosphat (ATP) in cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP) aktiviert.
B1AR induziert dabei eine akute kardiale Leistungssteigerung und B2AR eine Vasodilatation

Im Rahmen des Medikamentenprotokolls wurde die Isoproterenol-Applikation auf eine
Stoffkonzentration von 12 nmolar standardisiert. Durch Verwendung einer Spritzenpumpe

konnte eine konstante und einheitliche Substanzkonzentration im Perfusat erzielt werden.
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2.5.7 Langendorff Laborstudien — Ischamie/Reperfusionsmodell

Uber basale Charakterisierung hinaus sollten, durch Initiierung einer reversiblen Loka-
lischamie und folgender Reperfusion, weiterfiihrende Darstellungen pathophysiologischer
Adaptionen anadmischer Versuchstiere erlaubt werden. Dazu wurde einem Protokoll folgend,
fur ein definiertes Zeitintervall der RIVA der Arteria coronaria sinistra durch eine reversible
Ligatur okkludiert (Tabelle 11).

Im Rahmen der Praparation der Versuchstierherzen fiir die Langendorff Laborstudien wurde
eine offene Ligatur um den RIVA vorgelegt. Dabei wurde eine proximale Lokalisation innerhalb

des Verlaufes der Arterie angestrebt, um eine relevante Beeintrachtigung zu erzielen.

Nach adaquater Kalibrierung konnte eine Lokalischamie induziert werden, indem innerhalb der
vorgezogenen Schlinge ein angepasstes PVC Stiick auf dem RIVA platziert und mittels Ligatur
fixiert wurde. Der konstant generierte Druck initiierte eine relevante Okklusion des RIVA. Eine
hinreichende Beeintrachtigung wurde durch Reduktion des koronaren Flusses um mindestens
30% und dem Einsetzen von Blasse im RIVA Versorgungsgebiet bestatigt. Diese Okklusion

wurde fir 45 Minuten aufrecht gehalten.

Nach definierter Lokalischamie konnte, durch Entfernung des PVC Stick, die Reperfusion ein-
geleitet werden. Um sicher das Ausmal} der Infarzierung durch die temporare Lokalischamie

auswerten zu kénnen, wurde eine Reperfusionsphase tiber 60 Minuten definiert.

Protokollabschnitt Beschreibung
Lokalischdmie durch - Aufzeichnung einer 1-mintitigen ,Baseline* Phase
RIVA Okklusion (5-11) | - Induktion der Lokalischdmie durch Einsetzen des PVC Schlaustiick

unter Ligatur
- Verifizierung einer hinreichenden Beeintrdachtigung durch Abfall des
koronaren Flusses und durch Sichtkontrolle (distale Blédsse)

- Aufzeichnung einer 1-miniitigen ,Ischdmie” Phase zu den Messpunk-
ten 5., 10., 20., 30., 40. und 45. Minute
Reperfusion (12 -18) - Reperfusion durch Entfernung des PVC Schlauchstiickes

- Aufzeichnung einer 1-minlitigen ,Reperfusion“ Phase zu den Mess-
punkten 5., 10., 20., 30., 40., 50., und 60. Minute

- Reperfusion bis 120. Minuten fortfiihren

Versuchsende - Beendigung des Studie Protokoll

- Entfernung des Herzens aus dem Langendorff-Modell

Tabelle 11: Darstellung des Ischdmie/Reperfusionsereignis in Langendorff Laborstudien. Zur In-
duktion standardisierter Ischdmie/Reperfusionsschédden wurden Ischdmie- und Reperfusionsintervalle

definiert. In Klammern dargestellten Zahlen benennen dabei definierte Messpunkte.
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Im Rahmen einer InfarktgréfRenbestimmung wurden die pathophysiologischen Adapti-
onen auf eine definierte Lokalischamie in Anamie unterworfenen Versuchstieren und Kontrol-
len gegenlibergestellt. Eine Differenzierung des Myokards erfolgte durch zwei Farbeschritte
(Tabelle 12) und wurde durch ein Lichtmikroskop detektiert (Abb. 11).

Durch Einfarbung der Versuchstierherzen mithilfe des Farbstoffs Evans Blau erfolgte eine Un-
terscheidung zwischen Myokard, welches einem ischamischen Zustand unterworfen war, de-
finiert als ,Area at risk“ (AAR) und unbeeintrachtigtem Myokard. Dazu wurde an der ehemali-
gen Ligaturposition eine irreversible Okklusion gesetzt. Der Uber die Stahlkanule applizierte
blaue Farbstoff breitete sich, dem GefaRbaum folgend, in alle nicht okkludierten Bereiche des

Myokards aus.

Der Redoxfarbstoff Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) erlaubt als histochemisches Verfahren
eine Abgrenzung des Infarktareals vom umliegenden Gewebe. Dabei fungierte TTC als Nach-
weis intakter mitochondrialer Funktion, welche in einer enzymatischen Reaktion den Farbstoff
Triphenyltetrazoliumchlorid zu dem roten Farbstoff Formazan reduziert. Bei Schadigung der
Mitochondrien und einhergehendem Funktionsverlust konnte diese Reaktion nicht ablaufen

und die Areale verblieben ungefarbt bzw. erschienen im Praparat blass [125].

Protokollabschnitt Beschreibung

Evans Blau Férbung - Seidenligatur an ehemaliger Ligaturposition setzen
- Evans Blau (ber Stahlkanliile applizieren

- Farbreste mittels NaCL entfernen

Herzaufbereitung - Leicht abgetupftes Herz auswiegen

- Unter Kennzeichnung in Tiefkiihlschrank bei -20C° fiir 1 Stunde tief-
frieren

- Gefrorenes Herz in 1mm dicke Scheiben schneiden

- Einzelne Herzschnitte auswiegen

TTC Férbung - Einzelne Herzschnitte jeweils in Mikroreaktionsgefal3 mit 500uL TTC
Farblésung geben
- Im Mikroreaktionsgefal3 fiir 5 Minuten bei 38°C inkubieren

- Herzscheiben auf Objekttrager libertragen

Detektion - Unter Lichtmikroskop werden die einzelnen Herzscheiben abgebildet

Tabelle 12: Darstellung der InfarktgréBenbestimmung durch Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC).
Durch zwei Féarbeschritten erfolgte eine Differenzierung des Myokards. Bei der Herzaufbereitung war
darauf zu achten, dass die Summe der Herzschnitte-Gewichte mehr als 50% des Gewichtes des leicht

abgetupften Herzens darstellen, um eine reprasentative Auswertung zu erlauben.
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Abb. 11: Darstellung der Ausmessung eines Herzschnittes nach Infarkteinfarbung. Um Aussagen
Uber InfarktgréBen treffen zu k6nnen, waren in Herzschnitten Fldchen (mm*mm) zu definieren und zu
bemessen. Rot: Gesamtflédche linker Ventrikel. Gelb: Lumen linker Ventrikel. Blau: Infarktareal. Violett:
Gesamitflache rechter Ventrikel. Griin: unter Risiko stehendes aber intaktes Myokard. Daraus lassen

sich Fldchen sowohl direkt (Infarktareal = Blau) als auch durch Berechnung (Area at risk = Griin und
Blau) darstellen.
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2.6 Oxidativer Stress — Glutathion Assay

Zur Evaluation des Redoxstatus der Versuchstiergruppen wurden der Gehalt von re-
duziertem Glutathion (GSH) und oxidiertem Glutathion (GS-SG) in Versuchsproben bestimmt.
Diese unterlagen dem physiologischen Glutathion Stoffwechsel (Abb. 12). Hierfiur wurden Pro-
ben aus Plasma, Erythrozyten und Herz aufbereitet und untersucht. Die Messungen erfolgten
mittels Glutathione Fluorescent Detection Kit (KO06-F5). Das Messprinzip des Kits beruht auf
der kovalenten Bindung eines Tracers an die Thiolgruppe des GSH, durch welche hochfluo-
reszierenden Produkte erzeugt wurden, welche mit Hilfe eines Photometers bei einer Extink-

tion von 510 nm und Erregung von 410 nm gemessen wurden.

o~ o =

Glutathionperoxidase Glutathionreduktase

H,0

Abb. 12: Darstellung des physiologischen Stoffwechsels von Glutathion. Glutathion liegt im Orga-

nismus in reduzierter (GSH) oder oxidierter (GS-SG) Form vor. Dabei kénnen zwei GSH durch die
Glutathionperoxidase ein Radikal Wasserstoffperoxid (H20:z) in Wasser (H20) antioxidieren. Dabei wer-
den sie in ihre oxidierte Form (iberfiihrt. Diese kann durch die Glutathionreduktase unter Verwendung

von NADP-H" in seine reduzierte Form zurlickgefiihrt werden.

2.6.1 Probengewinnung und Probenaufbereitung

Die Proben ,Plasma“, ,Erythrozyten und ,Herz“ wurden nach standardisierten Anga-
ben den Glutathione Fluorescent Detection Kit Protokollen aufbereitet. Zur weiteren Differen-
zierung wurden basal gewonnene Proben und Proben, welche 24 Stunden post in vivo Ischa-
mie/Reperfusionsereignis erhoben wurden, verglichen. Die erhobenen Proben wurden nach
ihrer Gewinnung in Stickstoff schockgefrostet und tber einen Zeitraum von maximal drei Mo-
naten in einem -80°C Kalteschrank aufbewahrt. Im Rahmen einer Proteinfallung wurden Pro-
teinpellets aus den Proben gewonnen, um Ergebnisse in Hinblick auf ihren Proteingehalt nor-
mieren zu kénnen. Fir eine exakte Bestimmung des Glutathiongehalts einer Probe war eine
Anpassung der Zielverdinnung erforderlich, um dem Messbereich des Assays zu entspre-

chen.
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2.6.1.1 Probe ,,Plasma*“

In Etablierung des Protokolls zur Probengewinnung und Aufbereitung der Probe

~Plasma“wurden spezifische Eigenschaften und Gegebenheiten geachtet (Tabelle 13).

Protokollabschnitt

Beschreibung

Probenaufbereitung

Retrobulbér bezogene Vollblutprobe zentrifugieren (3 min, 5670 rpm, 4°C)
Uberstehendes Blutplasma gewinnen
Probe ,,Plasma*“in Mikroreaktionsgefal3 wegfrieren

Zum Studienzeitpunkt Probe schonend auf Eis auftauen

Proteinféllung

1:2 Verdiinnung der Probe mit 5% Sulfosalicylsédure Lésung

Inkubation: 10 Minuten, 4°C

Zentrifugation: 10 Minuten, 14000 rom, 4°C

Suspensionstiberstand in frisches Mikroreaktionsgefal3 (ibertragen
- Probe ,Plasma_neu“

Proteinpellet bis zur Proteinbestimmung kiihlen

Zielverdiinnung

1:2,5 Verdlinnung der Probe ,Plasma_neu” mit Assay Buffer

Tabelle 13: Protokoll zur Bearbeitung der Probe ,,Plasma“ im Glutathion Assay. Um die Probe

,Plasma“ mit dem Assay zu messen, war eine Zielverdiinnung auf 1:5 zu etablieren.

2.6.1.2 Probe ,,Erythrozyten*

In Etablierung des Protokolls zur Probengewinnung und Aufbereitung der Probe ,, Eryth-

rozyten“wurden spezifische Eigenschaften und Gegebenheiten geachtet (Tabelle 14).

Protokollabschnitt

Beschreibung

Probenaufbereitung

Retrobulbér bezogene Vollblutprobe zentrifugieren (3 min, 5670 rom, 4°C)
Probe mit 1000uL NaCL waschen; dabei Plasma und Buffy Coat abtragen
Probe ,Erythrozyten® in Mikroreaktionsgefal3 wegfrieren

Zum Studienzeitpunkt Probe schonend auf Eis auftauen

Proteinféllung

1:5 Verdiinnung der Probe mit 5% Sulfosalicylsédure Lésung

Inkubation: 10 Minuten, 4°C

Zentrifugation: 10 Minuten, 14000 rom, 4°C

Suspensionstiberstand in frisches Mikroreaktionsgefal3 (ibertragen
- Probe ,Erythrozyten_neu*

Proteinpellet bis zur Proteinbestimmung kiihlen

Zielverdiinnung

1:4 Verdiinnung der Probe ,Erythrozyten _neu® mit Assay Buffer
1:5 Verdiinnung der Probe mit Sample Dilutent

Tabelle 14: Protokoll zur Bearbeitung der Probe ,,Erythrozyten“ im Glutathion Assay. Um die

Probe ,Erythrozyten® mit dem Assay zu messen, war eine Zielverdiinnung auf 1:100 zu etablieren.
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2.6.1.3 Probe ,,Herz*

In Etablierung des Protokolls zur Probengewinnung und Aufbereitung der Probe ,Herz"

wurden spezifische Eigenschaften und Gegebenheiten geachtet (Tabelle 15).

Protokollabschnitt

Beschreibung

Probenaufbereitung

Explantation, Probe ,,Herz" in Mikroreaktionsgefal3 wegfrieren
Homogenisierung der Herzen in 250uL Phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) pro 10 mg Herzgewicht
Zentrifugation: 10 Minuten, 14000 rom, 4°C
Suspensionsiiberstand in frisches Mikroreaktionsgefal3 iibertragen

- Probe ,Herz_lysiert*

Proteinféllung

1:2 Verdiinnung der Probe ,Herz_lysiert” mit 5% Sulfosalicylsdure Lésung
Inkubation: 10 Minuten, 4°C
Zentrifugation: 10 Minuten, 14000 rom, 4°C
Suspensionstiberstand in frisches Mikroreaktionsgefal3 (ibertragen
- Probe ,Herz_neu*

Proteinpellet bis zur Proteinbestimmung kiihlen

Zielverdiinnung

1:2.5 Verdlinnung der Probe ,Herz_neu“ mit Sample Dilutent

Tabelle 15: Protokoll zur Bearbeitung der Probe ,,Herz“ im Glutathion Assay. Um die Probe ,,Herz"

mit dem Assay zu messen, war eine Zielverdiinnung auf 1:5 zu etablieren.

2.6.2 Glutathione Fluorescent Detection Assay

Die Messungen der jeweiligen Proben wurden nach Angaben des Glutathione Flu-

orescent Detection Kit Protokolls durchgefiihrt (Tabelle 16). Zur Quantifizierung des Fluores-

zenzsignals wurden Konzentrationsreihen durch Glutathion Standards gegenubergestellt, wel-

che den Detektionsbereich definierten.

Protokollabschnitt

Beschreibung

Auftragen Proben

50 uL aufbereitete Probe, Standard oder Kontrolle in Well (ibertragen
25 uL ThioStar Reagenz (Tracer) in jedes Well

totales GSH

Messung - Inkubation: 15 Minuten, Raumtemperatur, lichtgeschlitzt

freies GSH - Auswertung des Fluoreszenzsignales: Extinktion bei 510 nm mit Erre-
gung bei 410 nm)

Messung - 25 uL Reaktionsmischung in jedes Well

Auswertung des Fluoreszenzsignales: Extinktion bei 510 nm mit Errequng
bei 410 nm)

Tabelle 16: Protokoll zur Messung von Proben im Glutathion Assay. Mittels photometrischer Mes-

sung konnten Proben auf Glutathion (GSH) bemessen und durch Standardreihen quantifiziert werden.
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2.6.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Um eine Normierung der erhobenen Glutathiongehalte durchfihren zu kdnnen, wurden
die gewonnen Proben auf ihren quantitativen Proteingehalt hin bemessen. Dazu wurde ein
Protokoll etabliert, welches die Grundziige der Proteinbestimmung nach Lowry bertcksichtigte

und als Kit den Bio-Rad DC Protein Assay verwendete.

Die separierten Proteinpellets wurden, um wieder in L6sung gebracht zu werden, in 0,1% Nat-
riumdodecylsulfat Losung, welche mit 0,1 molar NaOH versetzt wurden, geldst. Die aufberei-
teten Proteinproben wurden durch Zugabe von Millipore auf die jeweilige Zielkonzentration
verdunnt (Tabelle 17).

Probenart Zielkonzentra- Probenvolu- | Volumen zur Ver- Gesamtvolumen
tion men diinnung nach Verdiinnung
SHerz* 1:75 5uL 370 uL 375 uL
»Erythrozyten* 1:200 5uL 995 uL 1000 uL
,Plasma*“ 1:4 5uL 15uL 20 uL

Tabelle 17: Ubersicht iiber Zielverdiinnung der Proben zur Proteinbestimmung. Proben wurden in
1mL Lésung geldst und die Suspension wurde durch einen Probenschilittler in drei Stunden bei 60°C

und 800 rpom homogenisiert. Anschlie3end erfolgte eine Verdiinnung auf die Zielkonzentration.

Die aufbereiteten Proben wurden nach dem Protokoll mit Reagenzien versetzt und
nach Inkubation durch ein Photometer gemessen (Tabelle 18). Als Standard fungierte eine
Konzentrationsreihe, welche auf einer Losung von bovinem Serumalbumin und Millipore be-

ruhte.

Protokollschritt Beschreibung

Auftragen Probe - 5 uL verdiinnte Probe in Well i(ibertragen
- 25 uL Reagenz A" in Well beifiigen

- 200uL Reagenz B in Well beifiigen

Messung Protein - Inkubation: 15 Minuten, Raumtemperatur, lichtgeschlitzt

- Auswertung des Absorptionsvermégens bei 7560 nm

Tabelle 18: Protokoll Durchfiihrung des Protein Assay. Mittels photometrischer Messung konnte
Proben in ihrem Signal bemessen und durch parallel gefiihrte Standardreihen quantifiziert werden.
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2.7 Datenerfassung und Datenverarbeitung

Fir die Datenerfassung und Verarbeitung der verschiedenen Untersuchungsformen

wurden spezifische Messinstrumente und Softwares verwendet.

2.7.1 Anamieinduktion

Im Rahmen der Etablierung und Durchfiihrung des Anamieinduktion-Protokolls wurden
Blutproben durch das Blutbildanalysegerat Scil Vet ABC™ Hematology Analyzer erfasst und

verarbeitet und als Resultate analog dargestellit.

2.7.2 Echokardiographie

Zur Erhebung von Messparametern der in vivo Untersuchung der Echokardiographie
wurde das Ultraschallgerat Vevo 2700 unter Nutzung der Schallképfe MS 400/700 verwendet.
Messergebnisse und Aufnahmen konnten durch die Software VevoLAB 1.7.1 verarbeitet und

dargestellt werden.

2.7.3 Langendorff Laborstudien

In Langendorff Laborstudien wurden durch verschiedene Messgerate erhobene Ergeb-
nisse mittels eins Verstarkermoduls und der Hardware PowerLab 8/30 ermittelt und durch die
Software /10X 2.4.5.6 verarbeitet und dargestellt.

2.7.4 Glutathion Bestimmung

Aufbereitete Proben des Glutathion- und Protein-Assays wurden durch den Microplate
Reader FLUOstar Omega, S/N 415-1204 erfasst und durch Gegenuberstellung mit Standards
quantifiziert. Zur Verarbeitung und Darstellung der Ergebnisse wurde die zugehoérige Reader

Control Software verwendet.
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2.8 Statistische Auswertungen der Messergebnisse

Die Ergebnisse werden jeweils als Mittelwert (X) + Standardabweichung (s) unter An-

gabe der Anzahl der Proben (n) dargestellt:

S

Y= X Xi

n
i=1
Gleichung 2: Berechnung des Mittelwertes. Der Mittelwert (X) wird gebildet aus der Anzahl der Pro-

ben (n) und der Summe der Messwerte (2) unter Achtung des Laufindex (i).

1 n
s= |— xz:(xi—f)z
=1

Gleichung 3: Berechnung der Standardabweichung. Die Standardabweichung (s) wird gebildet aus

der Wurzel der Summe (2) vom Quadrat lber der Differenz aller Messergebnisse unter Einbezug des

Mittelwertes (X) und unter Achtung des Laufindex (i). Da es sich um eine Stichprobe handelt wird der

Divisor n-1 eingesetzt.

Zur Testung, ob zwei unabhangigen Stichproben sich in ihren zentralen Tendenzen
unterscheiden, wurde der ungepaarte Wilcoxon-Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Um intrain-
dividuelle Effekte beurteilen zu kdnnen, wurde ein gepaarter Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
durchgefihrt. Sie durften angewendet werden, da die Variablen ordinalskaliert waren und so-
mit dem Prinzip der Rangierung entsprochen werden konnte. Ein parametrisches Verfahren
durfte nicht Anwendung finden, da die Voraussetzung der Normalverteilung der Daten, bei den

erhobenen StichprobengrofRen nicht erfullt war.

Unterschiede wurden nach Signifikanzniveaus bewertet. Ein p-Wert von < 0,1 wurde
dabei als Trend, ein p-Wert von < 0,05 als signifikant (*), ein p-Wert von < 0,01 als sehr signi-
fikant (**), ein p-Wert von < 0,001 als hoch signifikant (***) und ein p-Wert von < 0,0001 als
hochst signifikant (****) bezeichnet. Fir die statistischen Analysen wurde die Software Graph-

Pad Prism 6 verwendet.
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3. Ergebnisse

Nach Erhebung der Daten flr ,andmische Mause” und ,Kontrollen” wurden diese im
Rahmen statistischer Auswertung gegenubergestellt, um mdgliche Effekte einer Anamieinduk-

tion auf die kardiale Funktion und Integritat darzustellen.

3.1 Anamieinduktion

Repetitive Punktionen nach dem etablierten Protokoll der Anamieinduktion erzielten in
randomisierten Versuchsmausen die Initiation eines akut anamischen Zustandes, definiert

durch eine vendse Vollblutprobe mit einer Hb-Konzentration < 9 g/dl.

Der Effekt der Blutentnahmen konnte durch Darstellung der Entwicklung der Hb-Konzentrati-
onen von ,andmischen Mé&usen*® unter Punktion im Vergleich zu ,,Kontrollen“beschrieben wer-
den (Abb. 13). Dabei konnte aufgezeigt werden, dass die Hb-Konzentrationen vendser Voll-
blutproben von Versuchsmausen, ausgehend von einem Initialwert 14,59 + 0,24 g/dl (n=8),
nach drei Punktionstagen auf 7,30 + 0,59 g/dl (n=4) reduziert werden konnte. Dies definierte
den Punktionszeitraum auf drei Tage und den Etablierungszeitraum auf vier Tage. Zum Tag 4
konnte eine Unterscheidung zwischen ,andmischen Mdusen® und ,Kontrollen® zu einem Sig-

nifikanzniveau von p = 0,0286 (*) getroffen werden.

Punktion . Punktion . Punktion _

n.s.

Hamoglobinkonzentration [g/dl]

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 4
Induktion Induktion | "Andmie"” "Kontrollen”

Abb. 13: Repetitive Blutabnahmen induzierten eine Reduktion der Himoglobinkonzentration (un-
gepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05 *: p<0,05; Nn1ag1=8 Ntag2.4=4; Darstellung in
MW % SD). In Bestimmung der Hdmoglobinkonzentration [g/dl] zur Bestétigung der Etablierung einer
manifesten Andmie konnte in ,,andmischen Mausen* ein reduzierter Zustand aufgezeigt werden, welcher
nicht auf mit dem Protokoll einhergehende Handhabung, sondern auf die Punktionen zuriickzufiihren
war.
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Eine Unabhangigkeit der Hb-Konzentration von Faktoren unabhangig der Punktionen,
konnte durch Erhalt der Hb-Konzentration in den ,Kontrollen“ zum Tag 4 durch 14,48 + 0,28
g/dl (n=4) dargestellt werden.

In weiterer Charakterisierung des durch repetitiven Blutverlust induzierten anamischen
Zustandes wurden die Erythrozytenindizes MCV und MCH vor und nach Andmieinduktion ge-
genubergestellt (Abb. 14). Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen initial er-
hobenen Messergebnissen und ,,andmischen Méusen* aufgezeigt werden. Zusatzlich wurde
die mittlere korpuskulare Hb-Konzentration zur Plausibilitatskontrolle herangezogen. Eine
gleichgerichtete Entwicklung von MCV und MCH konnte in Auswertung individueller Adaptio-
nen zu einem Signifikanzniveau von p > 0,9999 (n=4) bestatigt werden.
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Mittleres korpuskuléres
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Abb. 14: In Andmieinduktion verblieben Erythrozytenindizes in ,,andmischen Mausen“ normwer-
tig (gepaarter Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test; n.s.: p>0,05; n=4; Darstellung in MW * SD). A Im
Vergleich des mittleren korpuskuldrem Volumens (MCYV) [fl] vor und nach Andmieinduktion konnten
keine signifikanten Anpassungen festgestellt werden. B In Gegendiiberstellung des mittleren korpusku-
ldrem Hdmoglobingehalts (MCH) [pg] konnten keine signifikanten Unterschiede lber die Punktionen

festgestellt werden.
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3.2 Echokardiographie

Zur Analyse von Adaptionen unter Anamieinduktion konnten im Rahmen von in vivo Stu-
dien mittels transthorakler Echokardiographie signifikante hAmodynamische Anpassungen im

Rahmen repetitiver Punktionen erhoben werden.

Die Herzfrequenz (HF) konnte in ,andmischen Mé&usen*, umschrieben durch 516,92 +
35,81 bpms (n=6), gegenliber Messergebnissen von ,Kontrollen®, umschrieben durch 430,16
+ 17,21 bpms (n=5), als signifikant gesteigert zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0043 (**)
dargestellt werden (Abb. 15A). Unter vergleichbarer Ejektionsfraktion (EF) (Abb. 15B) und ver-
gleichbarem Schlagvolumen (SV) (Abb. 15C) waren in Gegenuberstellung des HZV signifi-
kante Unterschiede zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0303 (*) zu beschreiben (Abb. 15D).
Das Blutvolumen, welches pro Minute vom linken Ventrikel beférdert wurde, konnte in ,,Kon-
trollen” durch 14,73 + 1,57 ml/min (n=5) und in ,andmischen M&usen“ durch 18,11 + 2,10
ml/min (n=6) wiedergegeben werden. In Beschreibung von endsystolischen und enddiastoli-
schen Volumina des linken Ventrikels konnten keine signifikanten Unterschiede dargestellt

werden.
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Abb.15: Echokardiographische Beschreibung einer Hyperdynamisierung der Kreislaufsituation
(ungepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01; nk=5 na=6; Darstel-
lung in MW % SD). A: In Vergleich der Herzfrequenz (HF) [bpms] konnte eine signifikante Steigerung
bei ,andmischen Méausen“ beschrieben werden. B: In Vergleich der Ejektionsfraktion (EF) [%] waren
keine signifikanten Unterschiede zu beschreiben. C: Gegeniiber ,Kontrollen® konnte in Bezug auf das
Schlagvolumen (SV) [ul] in ,andmischen Mausen* keine signifikanten Unterschiede dargestellt werden.
D: ,Andmische Mause* wiesen ein signifikant h6heres Herzzeitvolumen (HZV) [ml/min] als ,,Kontrollen”

auf.
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Die Durchmesser des linken Ventrikels wahrend Systole (Diameter; s) und Diastole
(Diameter; d) waren in Auswertung nicht signifikant voneinander zu unterscheiden. In Darstel-
lung der teilweisen Verklrzung des linken Ventrikels von Diastole zu Systole (Fractional Shor-
tening) war eine signifikante Differenzierung zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0303 (*)
moglich, indem in ,Kontrollen” Verkirzungen von 28,36 + 3,31 % (n=5) und in ,andmischen
Méusen*® Verkurzungen von 38,67 + 8,07 % (n=6) zu beschreiben waren. In Gegenulberstel-
lung der geschatzten absoluten Gewichte der linken Ventrikel konnten keine signifikanten Un-

terschiede ausgefihrt werden.

In Vergleich der Ventrikelmotilitdt durch isovolumetrische Kontraktions- und Relaxati-
onszeit (IVCT, IVRT) des linken Ventrikels konnten in ,andmischen Méusen“ signifikant kir-
zere Zeiten beschrieben werden. So konnte die IVCT in ,Kontrollen®, ausgedrickt durch 23,69
+ 1,98 ms (n=5), zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0087 (**) als signifikant Ianger beschrie-
ben werden als in ,andmischen Méausen*, ausgedriickt durch 16,62 + 3,06 ms (n=6) (Abb.
16A). Gleichgerichtet war auch die IVRT zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0043 (**) zu
unterscheiden und beschrieb das Zeitintervall in ,Kontrollen® mit 20,03 £ 1,16 ms (n=5) gegen-
uber ,andmischen Mausen® mit 15,56 + 1,33 ms (n=6) (Abb. 16B). Demgegenuber waren in
Darstellung der Zeit der friihen Fillungsphase (MV Decel) und der Gesamtzeit der Flllung des

linken Ventrikels (MV ET) keine signifikanten Unterschiede zu definieren.
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Isovolumetrische
Kontraktionszeit (IVCT) [ms]
Isovolumetrische
Relaxationszeit (IVRT) [ms]
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., Kontrollen” »Andmie” »Kontrollen” ,Andmie”

Abbildung 16: Echokardiographisch erhobene IVCT und IVRT waren in ,,andmischen Mdusen
verkiirzt (ungepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; **: p<0,01; nk=5 na=6; Darstellung in MW *
SD). A: In Vergleich der Isovolumetrische Kontraktionszeit (IVCT) [ms] konnte den ,andmischen Mé&u-
sen” eine signifikant klirzere Kontraktionszeit nachgewiesen werden. B: Gleichgerichtet ist auch in Iso-
volumetrische Relaxationszeit (IVRT) [ms] in ,andmischen M&usen” eine signifikante Reduktion der Re-

laxationszeit zu beschreiben.

53



3.3 Isoliert perfundiertes Herzmodell nach Langendorff

Zur Charakterisierung der kardialen Funktion von akuten Anamien unterworfenen Ver-
suchstierherzen wurden diese im Vergleich zu nichtanamischen ,,Kontrollen“durch ex vivo Un-
tersuchung nach dem Modell des isoliert perfundierten Herzens nach Langendorff dargestellt

und in Untersuchungssituationen verglichen.

3.3.1 Langendorff Laborstudien - Kalibrierung

1

Im Rahmen der Kalibrierung konnten Messwerte erhoben werden, welche ,,Kontrollen®
und ,andmischen Mé&use*“ im Hinblick auf eine basale Charakterisierung gegenuberstellten.
Um moglichst reelle Adaptionen definieren zu kénnen, wurden Messergebnisse aus der Kalib-
rierung flr die Langendorff Laborstudien - Substanzapplikation bezogen, welche urspriingliche
Zustande beschrieben (Abb. 17).
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Abb. 17: Andmieinduktion ging mit einer Steigerung myokardialer Funktionsparameter einher
(ungepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05, *: p<0,01; nk=7 na=8; Darstellung in MW
% SD). A: In Darstellung des koronaren Fluss (CorF) [ml/min] konnten zwischen ,,Kontrollen® und ,anéa-
mischen M&usen* keine signifikanten Unterschiede beschrieben werden. B: ,Andmische Mause* zeig-
ten einen vergleichbaren entwickelten Druck (DP) [mmHg] gegentiiber ,Kontrollen®. C: In maximalen
Raten der Druckdnderung wahrend Kontraktion (dP/dtmax) [mmHg/s] konnten den ,,andmischen Mausen*”
eine signifikant hbhere Druckdnderungsrate zugesprochen werden. D: Gleichgerichtet ist in ,andmi-
schen Méusen*“ in Darstellung der maximalen Raten der Druckénderung wéhrend Relaxation (dP/dtmin)

[mmHg/s] ein Trend zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0721 zu beschrieben.
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Die Darstellung des detektierten basalen koronaren Fluss (CorF) konnte in den Versuchsko-
horten als nicht signifikant unterschiedlich, durch 2,12 £ 0,36 ml/min (n=7) in ,,Kontrollen*“ ge-
genuber 2,47 £ 0,41 ml/min (n=8) in ,andmischen Méusen* dargelegt werden (Abb. 17A). Der
myokardiale Wirkungsgrad lasst sich durch Druckparameter beschreiben. Dabei lieRen sich in
Darstellung des entwickelten Drucks (DP) keine signifikanten Unterschiede zwischen ,,Kontrol-
len®“und ,andmischen Mé&usen*feststellen (Abb. 17B). Demgegenlber waren in den maxima-
len Raten der Druckanderung wahrend Kontraktion und Relaxation (dP/dtmax, dP/dtmin) Unter-
schiede zwischen ,Kontrollen und ,andmischen Mé&usen” zu formulieren. In ,andmischen
Méusen” konnte in Auswertung des dP/dtmnax, dargestellt durch 3832,50 + 270,49 mmHg/s
(n=8), eine signifikant (*) héhere Druckentwicklung in Kontraktion gegentber ,Kontrollen®, dar-
gestellt durch 3335,86 + 461,39 mmHg/s (n=7), charakterisiert werden (Abb. 17C). Dies zeigte
sich in Form eines statistischen Trends auch in dP/dtmin, welche durch -2790,57 + 449,16
mmHg/s (n=7) in ,Kontrollen“ und -3168,88 + 314,24 mmHg/s (n=8) in ,andmischen Mdusen*
zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0721 (n.s.) zu unterscheiden waren (Abb. 17D).

Die zur Erhaltungsbeurteilung eingesetzten Globalischamien gingen mit Beeintrachti-
gung kardialer Funktionsparameter beider Untersuchungsgruppe einher (Abb. 18). Dabei
konnten die Effektstarken der limitierenden Wirkung der Globalischamie in ,Kontrollen* und

L~andamischen Méausen* als vergleichbar beschrieben werden.

n.s. n.s. n.s. n.s.

Effektstirke Globalischdmie [%]

Kontrollen” ,,Andmie” ,,Kontroflen” ,,Andmie” ,,Kontrolfen” ,,Andmie” , Kontrollen"” ,,Andmie”

CorF DP dP/dt,,, dPidt,;,

Abb. 18: Globalischdmie induzierte eine vergleichbare Beeintrdchtigung kardialer Funktionen
(ungepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05; nk=7 na=8; Darstellung in MW % SD).
Der etablierte Globalischdmie kann einen Effekt im Sinne einer Beeintréchtigung [%] der kardialen Funk-
tion im koronarem Fluss (CorF), entwickeltem Druck (DP), der maximalen Rate der Druckdnderung in
Kontraktion (dP/dtmax) und der maximalen Rate der Druckédnderung wéhrend Relaxation (dP/dtmin) dar-

gelegt werden. In Gegentiberstellung der Effektstdrke konnten in ,Kontrollen” und ,Andmie Mé&usen’

keine signifikanten Unterschiede beschrieben werden.
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Individuelle Anpassung des CorF nach Globalischamie konnten in den ,Kontrollen” zu einem
Signifikanzniveau von p = 0,1094 (n.s.), sowie in den ,andmischen Méusen* zu einem Signifi-
kanzniveau von p = 0,0547 (n.s.) unterschieden werden. Eine signifikante Reduktion des DP
unter Globalischamie konnte in ,Kontrollen®zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0156 (*) und
in ,andmischen Mausen® zu einem Signifikanzniveau p = 0,0078 (**) dargestellt werden. In
Beschreibung des dP/dtmax konnte eine signifikante Minderung der Funktion, dargestellt in
»Kontrollen*zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0156 (*) und ,andmischen Méuse*zu einem
Signifikanzniveau von p = 0,0078 (**), aufgezeigt werden. Konkordant konnten in Darstellung
des dP/dtmin in ,Kontrollen® zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0156 (*) und in ,andmischen
Mé&usen*“zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0078 (**) Differenzen aufgezeigt werden. Dies
stellt vergleichbare Limitierungen kardialer Funktionen in ,,andmischen Mausen*und ,Kontrol-

len®durch eine kurzzeitige Globalischamie dar.

3.3.2 Langendorff Laborstudien - Substanzapplikation

Im Rahmen von Langendorff Laborstudien wurden durch Applikation der kardiovasku-
lar wirksamen Substanzen Bradykinin, Adenosin und Isoproterenol deren Effekte auf ,Kontrol-

len“und ,andmische Mause“beobachtet.

Im Rahmen der Kalibrierungsphase konnte ein hinreichender Erhaltungszustand der
Versuchstierherzen dargestellt werden. Als Indikator fur eine erfolgreiche Praparation fungierte
eine kurze Praparationszeit, welche minimiert und in ,Kontrollen“ und ,anédmischen Méausen*
zu einem Signifikanzniveau von p = 0,9038 (n.s) gleichgeschaltet werden konnte (Abb. 19A).
Als Kriterium eines hinreichenden Erhaltungszustandes wurde eine Hyperreagibilitat auf Glo-
balischamie um > 100 A% definiert, welche in ,Kontrollen” und ,andmischen Méausen” erflillt

wurde, ohne dass signifikante Unterschiede zu beschreiben waren (Abb. 19B).
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Abb. 19: ,,Kontrollen® und ,,andgmische Mduse“ waren nach Prédparation vergleichbar. (ungepaar-
ter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05; Darstellung in MW * SD). A: In ,Kontrollen® und
»andmischen Mausen* konnte eine vergleichbare Praparationszeit [s] erzielt werden (nk=6 na=8) B: Eine
hinreichende Hyperreagibilitat [A%] qualifiziert die Versuchstierherzen zur Auswertung. Dartiber hinaus
waren zwischen den Versuchsgruppen keine Unterschiede zu beschreiben (nk=7 na=8).
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3.3.2.1 Bradykinin

Bradykinin konnte vasodilatierende und myokardial stimulierende Effekte in ,Kontrol-
len“und ,andmischen Médusen“ zugeschrieben werden, bei einer signifikant gesteigerten Ef-
fektstarke in ,Kontrollen” (Abb. 20).

In Darstellung des CorF konnte in ,Kontrollen®und in ,andmischen Mdusen*durch Ap-
plikation eine individuelle Steigerung zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0313 (*) gegenuber
Baseline dargestellt werden. Dabei war die Effektstarke in ,Kontrollen“ und ,andmische
Méuse* signifikant zu unterscheiden. In ,Kontrollen* war eine Steigerung um 28,30 + 10,46 %
(n=6) zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0022 (**) als hdher zu charakterisieren als in ,ané-
mischen Mé&use*“, umschrieben durch 8,88 + 2,98 % (n=6).

Uber einen vasodilatierenden Effekt hinaus konnten auch signifikante Steigerungen
des DP und der Kontraktilitdtsparameter dP/dtnax und dP/dtmin definiert werden. Eine Unter-
scheidung der individuellen Basal- zu Effektparametern war in Auswertung des DP in ,,Kontrol-
len® zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0313 (*) und ,,andmischen Mdusen* zu einem sta-
tistischen Trend von p = 0,0625 (n.s.) mdglich. Der dabei detektierte Anstieg des DP, beschrie-
ben in ,Kontrollen“ durch Zunahme um 22,33 + 10,34 % (n=6) und in ,andmischen Mausen*
durch Zunahme um 6,85 £ 3,81 % (n=6), liel3 sich zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0022
(**) unterscheiden.
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Abb. 20: Bradykinin zeigte in ,,Kontrollen* ein héheres EffektmaR (ungepaarter Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test; **: p<0,01; n=6; Darstellung in MW * SD). In Auswertung der Effekte [%] konnte
Bradykinin eine vasodilatierende und kardiale Funktion steigernde Wirkung beschrieben werden. Be-
schriebene Effekte konnte in Darstellung von koronarem Fluss (CorF), entwickeltem Druck (DP), der
maximalen Rate der Druckdnderung in Kontraktion (dP/dtmax) und der maximalen Rate der Druckénde-
rung wéhrend Relaxation (dP/dtmin) in ,Kontrollen® als signifikant stérker dargestellt werden als in ,ané-

mischen Méausen”.
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Einhergehend mit einer Steigerung des DP konnte eine signifikante Steigerung des dP/dtmax
definiert werden. So konnte ein individueller Anstieg des dP/dtmax zu einem Signifikanzniveau
von p = 0,0313 (*) in ,Kontrollen” und in ,andmischen Méusen“ dargestellt werden. Darlber
hinaus liel3 sich ein signifikant differenzielles Effektmal} zu einem Signifikanzniveau von p =
0,0043 (**) beschreiben, wonach ,Kontrollen“ mit einer Zunahme um 20,30 £ 9,78 % (n=6)
eine starken Anstieg formulierte als ,andmische Méuse®, dargestellt durch eine Zunahme um
6,52 + 3,56 % (n=6). Gleichgerichtet lief3en sich Effekte auf den dP/dtmin darstellen. Zu einem
Signifikanzniveau von p = 0,0313 (*) in ,Kontrollen“und zu einem statistischen Trend von p =
0,0625 (n.s.) in ,andmischen Mé&usen® liel® sich eine individuelle Steigerung des dP/dtmi» for-
mulieren. Dabei stellten sich Effekte in ,,Kontrollen®zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0022
(**) als gréRer dar, da in ,Kontrollen® eine Zunahme um 25,90 + 12,39 % (n=6) und in ,andmi-

schen Méusen“um 8,44 + 5,42 % (n=6) zu beschreiben war.

3.3.2.2 Adenosin
Den Adenosin Applikationen konnten in Laborstudien vergleichbare vasodilatierende
und kardiale Funktion steigernde Wirkungen in ,Kontrollen“und ,andmischen Mé&usen* nach-

gewiesen werden (Abb. 21).
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Abb. 21: Adenosin zeigte vergleichbares EffektmaRB in ,,Kontrollen“ und ,,andgmischen Mdusen
(ungepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05; nk=7 na=8; Darstellung in MW * SD). In
Auswertung der Effekte [%] konnte Adenosin eine vasodilatierende und kardiale Funktion steigernde
Wirkung beschrieben werden. Beschriebene Effekte konnten in Darstellung von koronarem Fluss
(CorF), entwickeltem Druck (DP), der maximalen Rate der Druckédnderung in Kontraktion (dP/dtmax) und
der maximalen Rate der Druckédnderung wéhrend Relaxation (dP/tdmin) in ,Kontrollen” und ,,andmischen

Mé&usen* als gleichwertig beschrieben werden.

Bezugnehmend auf den CorF konnte eine individuelle Steigerung in ,Kontrollen® zu einem
Signifikanzniveau von p = 0,0156 (*) und in ,andmischen Médusen*“zu einem Signifikanzniveau
von p = 0,0078 (**) definiert werden. Die durch Applikation induzierte Steigerung des CorF

konnte dabei in den Versuchsgruppen als vergleichbar dargestellt werden. In Auswertung des
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DP konnte sowohl in ,Kontrollen“ zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0156 (*) als auch in
s~andmischen Méusen® zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0078 (**) eine individuelle Stei-
gerung der Funktion ausgedrickt werden. Dabei konnte die Effektstarke als aquivalent be-
schrieben werden. Die durch die dP/dtmax beschriebene Kontraktilitdt wurde durch Adenosin
Applikation sowohl in ,Kontrollen®, zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0156 (*) als auch in
s~andmischen Mé&usen®, zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0078 (**) individuell gesteigert.
Dabei konnte das Ausmal’ des Anstieges in ,Kontrollen® und ,andmischen Mausen* als ver-
gleichbar charakterisiert werden. Erganzend konnte auch eine signifikante individuelle Steige-
rung des dP/dtmi, dargestellt werden. Dies konnte in ,Kontrollen® zu einem Signifikanzniveau
von p = 0,0156 (*) und in ,andmischen Méusen* zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0078

(**) beschrieben werden.

3.3.2.3 Isoproterenol

Isoproterenol konnte in Laborstudien vasodilatierende und kardiale Funktion stei-
gernde Effekte in ,,Kontrollen“und ,andmischen Méausen*“nachgewiesen werden, mit einer sig-

nifikant gesteigerten Effektstarke in ,andmischen Méusen* (Abb. 22).

In Bezug auf den CorF induzierte Isoproterenol in ,,Kontrollen“zu einem Signifikanzniveau von
p = 0,0156 (*) und in ,andmischen M&usen*” zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0078 (**)
eine signifikante individuelle Steigerung des Flusses Uber die Koronarien. Dabei konnten keine
Unterschiede in Effektstarke auf ,Kontrollen“ und ,andmischen Méause“ definiert werden.
Gleichgerichtet war eine signifikante individuelle Steigerung der kardialen Funktion, ausge-
drickt durch DP zu beschreiben, welche sich jeweils zu einem Signifikanzniveau von p =
0,0156 (*) in ,Kontrollen® und zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0078 (**) in ,andmischen
Méusen* darstellte. In Auswertung der Effektstarke konnte beschrieben werden, dass diese in
L~andmischen Mausen”mit 181,51 + 36,98 % (n=8) zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0205
(*) groRer ausfiel als in ,,Kontrollen“ mit 144,37 + 23,43 % (n=7). Einhergehend mit gesteiger-
tem DP konnten in ,,Kontrollen“ zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0156 (*) und in ,andmi-
schen M&usen*zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0078 (**) hOhere absolute dP/dtmnax Mess-
werte beschrieben werden. Dabei konnte die Effektstarke in ,andmischen M&usen”, durch
379,05 + 43,03 % (n=8) zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0003 (***) als groRer als in
»Kontrollen®, dargestellt durch 253,10 * 28,28 % (n=7), beschrieben werden. Konkordant konn-
ten in Auswertung des dP/dtmin unter Isoproterenol Applikation in ,Kontrollen” zu einem Signi-
fikanzniveau von p = 0,0156 (*) sowie ,andmischen M&usen“zu einem Signifikanzniveau von

p = 0,0078 (**) signifikante individuelle Steigerungen beschrieben werden. Dabei konnte das
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Ausmal des Effektes in ,andmischen Méausen” mit 276,02 + 54,34 % (n=8) gegenuber ,Kon-
trollen“ mit 222,79 + 29,66 % (n=7) zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0140 (*) unterschie-

den werden.

500 p r kK . *

400+
300+ n.s. : *
200

100+

Effektstarke Isoproterenol [%]

0_

»Kontrollen" |, Andmie" ,Kontrollen" ,Andmie" ,Kontrollen" ,Andmie" ,Kontrollen" ,Andmie”

CorF DP dP/dt,, .y dP/dtyp

Abb. 22: Isoproterenol zeigte in ,,andgmischen Mausen* ein héheres EffektmaB (ungepaarter Wil-
coxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05 *: p<0,05 ***: p<0,001; nk=7 na=8; Darstellung in MW *
SD). In Auswertung der Effekte [%] konnte Isoproterenol eine vasodilatierende und kardiale Funktion
steigernde Wirkung beschrieben werden. Beschriebene Effekte konnten in Darstellung von entwickel-
tem Druck (DP), der maximalen Rate der Druckdnderung in Kontraktion (dP/dtmax) und der maximalen
Rate der Druckédnderung wéhrend Relaxation (dP/dtmin) in ,Kontrollen” und ,andmischen Mé&usen” un-

terschieden werden, nicht jedoch in Beschreibung des koronaren Flusses (CorF).

3.3.3 Langendorff Laborstudien — Ischamie/Reperfusion

Im Zuge der Charakterisierung von Anamie unterworfenen Versuchstierherzen konnten
signifikant zu differenzierende Effekte im Rahmen eines lokalen Ischamie/Reperfusionsereig-

nisses gegenuber ,Kontrollen“ definiert werden.

Zur Darstellung eines hinreichenden Erhaltungszustandes der Versuchstierherzen
wurde eine Kalibrierungsphase durchgefiihrt. Bedingt durch héheren Praparationsaufwand
wurden héhere Praparationszeiten und geringere Hyperreagibilitat auf Globalischamie tole-
riert. Im Rahmen der Laborstudien konnte die Praparationsdauer minimiert und durch 520,50
+ 27,27 s (n=6) in ,Kontrollen“und 525,13 + 16,51 s (n=8) in ,andmischen M&usen* gleichge-
schaltet werden (Abb. 23A).

Als Kriterium eines hinreichenden Erhaltungszustandes wurde eine Hyperreagibilitat auf Glo-
balischamie > 70 A% definiert. Dies konnte in ,Kontrollen“und in ,andmischen Méausen* erfillt
werden, was allen Versuchstierherzen einen hinreichenden Erhaltungszustand bescheinigte.
Daruber hinaus konnte in ,andmischen M&usen®, beschrieben durch 140,25 + 44,35 % (n=8)
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eine zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0127 (*) hdhere Hyperreagibilitat gegentber ,Kon-
trollen”, beschrieben durch 85,50 + 16,29 % (n=6) dargestellt werden (Abb. 23B).
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Abb. 23: ,,Andamische Miduse*“ zeigten bei vergleichbarer Prédparationszeit eine gesteigerte vaso-
vagale Reagibilitédt (ungepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05 *: p<0,05; nk=6 na=8;
Darstellung in MW * SD). A: In ,Kontrollen“ und ,andmischen Méusen* konnte eine vergleichbare Pré-
parationszeit [s] erzielt werden. B: Eine hinreichende Hyperreagibilitédt [A%] qualifiziert die Versuchstier-
herzen zur Auswertung. Dariiber hinaus konnte in ,andmischen M&usen* eine signifikant gré3ere Hy-
perreagibilitdt aufgezeigt werden.

Die Induktion einer Lokalischamie durch Okklusion des RIVA konnte durch eine indivi-
duelle Reduktion des CorF in ,Kontrollen“ zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0313 (*) und
in ,andmischen Mausen* zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0078 (**) beschrieben werden.
Als Einschlusskriterium des Versuchsherzens in die Laborstudie wurde eine Reduktion des
CorF > 30% gegenuber Baseline zum Messpunkt ,45. Minute Ischamie® definiert. Dies konnte
in allen Versuchstieren erzielt werden. Darlber hinaus konnten in absoluter und relativer Dar-
stellung des CorF zur Baseline keine signifikanten Unterschiede zwischen ,Kontrollen“ und

L~andmischen Méusen“wahrend Ischamie aufgezeigt werden (Abb. 24).

Unter Lokalischamie konnte eine starkere Limitierung von kardialen Funktionsparametern in
»~andmischen Méusen* gegenuber ,Kontrollen* dargestellt werden. In Auswertung des DP und
der Kontraktilitatsparameter dP/dtmax und dP/dtmin konnte in absoluter Darstellung eine signifi-
kant starkere Beeintrachtigung ,andmischer Méuse“ tber die gesamte Ischamiezeit beschrie-
ben werden (Abb. 25A, 26A, 27A). Dies lieR? sich in Form von statistischen Trends zu definier-
ten Messpunkten auch in relativer Auswertung zur Baseline nach RIVA Okklusion gleichge-
richtet abbilden (Abb. 25B, 26B, 27B). Insbesondere zur 10. Minute Ischamie konnte dabei
eine signifikant stérkere Beeintrachtigung von ,andmischen Méusen*” gegenuber ,Kontrollen*
in Funktionsparameter dargestellt werden. So konnte in Auswertung des DP, dP/dtmax, dP/dtmin
zum Messpunkt 10. Minute Ischamie, signifikant starkere Beeintrachtigungen der ,,anédmischen
Mé&use*jeweils zu Signifikanzniveaus von p = 0,0200 (*) beschrieben werden (Abb. 25B, 26B,
27B).

61



Mit Wiedereroffnung der Okklusion wurde die eingeleitete Reperfusion durch einen An-
stieg des CorF zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0023 (**) in ,,Kontrollen“und p = 0,0002
(***) in ,andmischen Mé&usen” bestatigt, indem in ,Kontrollen“ eine Steigerung um 90,97 +
37,13 % (n=6) und in ,andmischen Mé&usen* eine Steigerung um 166,21 + 78,88 % (n=8) be-
schrieben werden konnte. In Darstellung absoluter Messwerte konnten Gber die Reperfusions-
phase hinaus keine signifikanten Unterschiede zwischen ,Kontrollen® und ,,andmischen Méau-
sen“beschrieben werden (Abb. 24A). In Gegenuberstellung relativer Entwicklungen zur Base-
line konnte in Auswertung des CorF dargestellt werden, dass ,andmische Méause“ mit einer
héheren Reagibilitat auf den definierten ischamischen Zustand reagierten als ,,Kontrollen®. Die
Unterschiede konnten zu den Messpunkten 5. - 50. Minute Reperfusion als signifikant formu-
liert werden (Abb. 24B).

Die myokardialen Funktionparameter in Reperfusion zeigten in Darstellung absoluter Messpa-
rameter keine signifikanten Unterschiede zwischen ,Kontrollen® und ,andmischen Méausen*
(Abb. 25A, 26A, 27A). Im Vergleich relativer Effekte gegenliber Baseline zeigte der DP nach
Adaptionsphase signifikant hohere Messergebnisse in ,andmischen Mé&usen® gegenuber
»Kontrollen“ (Abb. 25B). So war zu den Reperfusionszeiten 20., 30., 50. und 60. Minute signi-
fikante Unterschiede zu beschreiben. Gleichgerichtet lieien sich auch Entwicklungen der Kon-
traktilitatsparameter dP/dtmax und dP/dtmin umschreiben, welche nach einer Adaptionsphase
durch signifikant hdhere Messergebnisse in ,andmischen Mdusen“umschrieben werden konn-
ten (Abb. 26B, 27B). In Darstellung des dP/dtmax konnten zu den Messpunkten 20., 30., 50.
und 60. Minute Reperfusion eine signifikante Unterscheidung erfolgen, wahrend in Auswertung
des dP/dtmin eine signifikante Differenzierung zu den Messpunkten 30., 50. und 60. Minute

erfolgen konnte.

Diese Ergebnisse beschreiben, dass ,andmische Méuse” wahrend Lokalokklusion
durch Verschluss des RIVA eine signifikant starkere Beeintrachtigung erfuhren und in an-

schliefender Reperfusion gesteigerte kardiale Funktionen zeigten.
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Abb. 24: In Ischdmie zeigte sich eine gleichwertige Reduktion des koronaren Flusses (CorF) und
in ,,andmischen Mausen* eine gesteigerte Reperfusion nach Wiedereréffnung der Okklusion (un-
gepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05 *: p<0,05 **: p<0,01; nxk=6 na=8; Darstellung
in MW * SD). Wéhrend der Ischdmiephase konnte zwischen ,,andmischen Mé&usen” und ,Kontrollen”
eine gleichwertige Reduktion [%] des CorF dargestellt werden. In Darstellung relativer Entwicklungen
zur Baseline [%] konnte in ,andmischen Mé&usen” eine signifikant gesteigerte Reperfusion nach Wieder-
eréffnung des RIVA aufgezeigt werden.
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Abb. 25: In Ischamie zeigten ,,andmische Méduse* eine stérkere Limitierung des entwickelten Dru-
ckes (DP) und in Reperfusion eine gesteigerte Erholung (ungepaarter Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test; n.s.: p>0,05 *: p<0,05; nk=6 na=8; Darstellung in MW * SD). Wéahrend der Ischdmiephase
konnte in ,andmischen Mé&usen” eine signifikant stérkere Limitierung [%] des Funktionsparameter des
DP aufgezeigt werden. Nach Wiedererdffnung des RIVA entwickelten ,andmische Kontrollen® signifikant

hohere Funktionswerte.
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Abb. 26: In Ischdmie zeigten ,,andmische Méause“ eine stdrkere Limitierung maximaler Rate der
Druckédnderung in Kontraktion (dP/dtmax) und in Reperfusion eine gesteigerte Erholung (unge-
paarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05 *: p<0,05; nk=6 na=8; Darstellung in MW * SD).
Wéhrend der Ischdmiephase konnte in ,andmischen Mé&usen” eine signifikant starkere Limitierung [%]
des Funktionsparameter des dP/dtmax aufgezeigt werden. Nach Wiedereréffnung des RIVA entwickelten
L,andmische Kontrollen” signifikant h6here Funktionswerte.
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Abb. 27: In Ischdmie zeigten ,,andgmische Mduse“ eine stidrkere Limitierung der maximalen Rat
der Druckédnderung in Relaxation (dP/dtmin) und in Reperfusion eine gesteigerte Erholung (unge-
paarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05 *: p<0,05 **:p<0,01; nk=6 na=8; Darstellung in
MW £ SD). Wéhrend der Ischdmiephase konnte in ,andmischen Mdusen* eine signifikant stérkere Limi-
tierung [%] des Funktionsparameter des dP/dtmin aufgezeigt werden. Nach Wiedereréffnung des RIVA
entwickelten ,andmische Kontrollen* signifikant hbhere Funktionswerte.
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3.4 InfarktgrofRenbestimmung

In Bestimmung und Auswertung der resultierenden InfarktgréRen wurden Myokardfla-
chen durch Evans Blau und TTC eingefarbt. Die Vergleichbarkeit von InfarktgroRen konnte
bestatigt werden, indem das Ratio aus Flache unter Risiko (Area at Risk) und Flache des
linken Ventrikels in ,Kontrollen, beschrieben durch 82,45 + 15,96 % (n=5) und in ,andmischen

Méusen*, beschrieben durch 75,18 £ 11,81 % (n=7), als vergleichbar definiert werden konnte.

In Auswertung der Infarktgrof3en konnte gezeigt werden, dass ,andmische Méuse* sig-
nifikant geringere Infarktbereiche auf das etablierte Ischamie/Reperfusionsereignis ausbilde-
ten (Abb. 28). In Darstellung der Infarktflache pro Flache des linken Ventrikels konnte differen-
ziert werden, dass ,Kontrollen*, beschrieben durch 36,92 + 6,09 % (n=5) zu ,andmischen Mé&u-
sen*, beschrieben durch 21,96 + 13,28 % (n=7) bei einem Signifikanzniveau von p = 0,048 (*)
gesteigerte Infarktflachen aufwiesen. In Gegenulberstellung der Infarktflache pro Flache unter
Risiko waren ,andmische Méuse*, beschrieben durch 28,11 + 13,86 % (n=7) und ,,Kontrollen*“
durch 45,51 + 7,03 % (n=5), zu einem statistischen Trend von p = 0,0732 (n.s.) von ,Kontrollen*

zu unterscheiden.
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Abb. 28: In Auswertung von InfarktgréBen zeigten ,,andmische Méuse*“ kleinere Infarkte (unge-
paarter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; n.s.: p>0,05 *: p<0,05; nk=5 na=7; Darstellung in MW * SD).
A: ,Andmische Méausen“ zeigten gegentiber ,Kontrollen“ kleinere Infarktareal pro Ventrikelfldche. B:

~Andmische Mdusen* zeigten gegenliber ,Kontrollen® kleinere Infarktareal pro Flache unter Risiko.
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3.5 Oxidativer Stress - Glutathion Assay

Zur Evaluierung des Redoxstatus wurden die Entitaten ,Herz* ,Erythrozyten® und
,Plasma“ von ,Kontrollen“ und ,andmischen Mé&usen” in Hinblick auf ihre Glutathionniveaus
analysiert. Dazu wurden basale Proben und Proben, welche 24 Stunden post in vivo Ischa-

mie/Reperfusionsereignis erhoben wurden, verglichen (Tabelle 19).

1

Basal konnte in Auswertung des ,Herz* von ,Kontrollen® und ,anédmischen Mé&usen®
eine héhere Glutathion-Reserve in ,andmischen Mdusen* dargestellt werden. Dies zeigte sich
in einer zu einem statistischen Trend von p = 0,0823 (n.s.) glinstigerem Ratio aus freiem und
totalem GSH in ,andmischen Mé&usen* in Darstellung basaler Messparameter. So konnten in
s~andmischen M&usen“ die Anteile des freien GSH am totalem GSH beschrieben durch 43,82
1 6,63 % (n=6) gegenliber ,Kontrollen” beschrieben 35,57 + 3,05 % (n=5) dargestellt werden.

In Gegenuberstellung des freien GSH war keine signifikanten Unterschiede zu formulieren.

In ,ErythrozytenlieRen sich in ,andmischen Méusen*durch Darstellung des freien und totalen
GSH hohere Glutathionniveaus beschreiben. Dabei konnte in ,,andmischen Mausen” das freie
GSH in zu einem Signifikanzniveau von p = 0,0823 (n.s.) und das totale GSH zu einem Signi-
fikanzniveau von p = 0,0519 (n.s.) als gesteigert beschrieben werden. Besonders in Darstel-
lung des totalen GSH, beschrieben in ,andmischen Médusen* durch 95,47 + 17,54 mmol/mg
(n=6) gegenuber der Darstellung in ,Kontrollen®, beschrieben durch 72,84 + 9,45 mmol/mg

(n=5), wurden gesteigerte Verfugbarkeiten deutlich.

Entgegen anderer Entitaten liel® sich in ,Plasma“das Glutathionniveau in ,andmischen Méau-
sen“als signifikant reduziert beschreiben. Besonders in Darstellung des freien GSH konnte in
L-anédmischen Mausen” signifikant supprimierte Glutathionniveaus aufgefasst werden, welche
intensivierte Diskussion erfordern. Dem freien GSH folgend war auch das einhergehende Ra-

tio aus freiem GSH und totalem GSH signifikant reduziert.

Erganzend wurden Messproben ausgewertet, welche 24 Stunden post in-vivo Ischa-
mie/Reperfusionsereignis gewonnen wurden. Erhobene Messwerte wurden auch in Vergleich
zu basal erhobenen Messwerten gesetzt. Dabei waren nur in den Proben ,,Plasma*“ signifikante

Adaptionen zu benennen.
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4. Diskussion

Anamien, als Pathologien mit hoher gesamtgesellschaftlicher Relevanz, sind unzu-
reichend in Effekten und Interaktionen mit pathophysiologischen Mechanismen des akuten
Myokardinfarktes verstanden. Klinisch beschriebene Assoziationen von Anamien mit maogli-
chem adversem Outcome im Rahmen eines akuten ischamischen Ereignisses konnten unge-
nigend kausal dargelegt werden, bedingt durch Limitationen in Form von Confoundern. Ziel-
setzung der durchgefiihrten tierexperimentellen Studie ist die Uberfiihrung und Uberpriifung
klinischer Beobachtungen in einem tierexperimentellen Anamie-Modell, um das pathophysio-
logische Verstandnis der Anamie zu steigern und mogliche Mediatoren der Interaktion mit
akuten Ischamie/Reperfusionsereignissen zu beschreiben. Die Anamie, induziert durch for-
cierten Blutverlust im Tiermodell, erlaubt Adaptionen der isoliert bestehenden akuten Anamie

zu beschreiben.

Das etablierte akute Andmie-Modell im Versuchstier der Maus konnte in in vivo und ex vivo
Studien kardiale und hamodynamische Adaptionen umschreiben, welche Anamie mit hyper-
dynamischer Zirkulation und gesteigerten kardialen Funktionen assoziierten. Weiterfihrend
konnte aufgezeigt werden, dass basal beschriebenen Adaptionen Einflussnahme auf Patho-
physiologien wahrend eines Ischamie/Reperfusionsereignisses zuzuschreiben waren. ,Ané-
mische Méause” waren wahrend Ischamie durch signifikant starkere Limitationen kardialer
Funktionsparameter gekennzeichnet. Mit Reperfusion zuvor ischamischer Gebiete konnte
eine signifikant héhere Erholung kardialer Funktionen beschrieben werden, welche sich ab-
schlielend in signifikant besseren Erhaltungszustanden ,andmischer Mause*“ darstellte. Be-
starkt werden konnten Beobachtungen durch angefligte Infarktgréfienbestimmungen, welche
L,andmischen Méausen*” signifikant kleinere Infarktareale zusprachen. Als moéglicher Mediator
wurde der antioxidative Status reprasentativ durch Glutathion dargestellt. Dabei konntein ,,ané-
mischen Mé&usen“ eine mogliche hohere antioxidative Reserve beschrieben werden. Dieser
koénnte das Potential zugeschrieben werden Ischamie- und Reperfusionsschaden in Anamie

ZU minimieren.

4.1 Tierexperimentelles Anamie-Modell

Voraussetzung fur jegliche Auswertung und Interpretation von erhobenen Messdaten
ist eine Vergleichbarkeit von Versuchstieren, etabliert durch Standardisierung von Handha-
bung, um Stérfaktoren zu minimieren oder gleichzuschalten. In der Haltung der Versuchstiere
wurden Beeinflussungen durch externe und haltungsbedingte Faktoren durch umfassende
Standardisierungen angeglichen. Um Stressmomenten vorzubeugen, wurde den Versuchstie-
ren eine Akklimatisierung eingeraumt, auf eine besonnene Handhabung geachtet, Manipulati-

onen auf ein Minimum reduziert und Interaktionszeiten begrenzt. Die umfassend etablierten
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Standardisierungen und Gleichschaltungen von Stressmomenten erlaubten nicht nur die Be-
lastung der Versuchstiere zu minimieren, sondern auch einen zu vernachlassigen Einfluss von

Confoundern auf die erhobenen Messparameter anzunehmen.

Unter der Pramisse der Vergleichbarkeit von Versuchstieren konnte die Induktion einer
akuten Andmie im Versuchstier der Maus etabliert werden, unter der Zielsetzung anamische
Versuchstiere fur Laborstudien zu generieren. Bei der Etablierung wurden Spezifitaten der
Versuchstiere, regulatorische Rahmenbedingungen und gewiinschten Effekten entsprochen.
Das definierte Zielkriterium, eine Hb-Konzentration von < 9 g/dl in vendsen Vollblutproben,
konnte dabei in Vorversuchen als ein vertretbarer Kompromiss aus Maximierung anamischer
Effekte und Respektierung des Tierwohls definiert werden. In Handhabungen und Punktionen
wurden Empfehlungen der Gesellschaft fir Versuchstierkunde entsprochen, um Beeintrachti-
gungen und Belastung seitens der Versuchstiere zu minimieren. Um Confounder vorzubeu-
gen, wurden Protokolle abgestimmt und mdglichst entsprechend etabliert. Zum Erhalt der Ha-
modynamik wurde eine Volumensubstitution durch kristalloide Lésungen etabliert. Unter der
Annahme, dass die osmotische Resistenz im Sinne der Integritat der Erythrozytenmembran
nicht beeintrachtigt war, konnte eine ausgeglichene Substitution erzielt werden. Weiterhin ent-
spricht dies der klinischen Praxis, wonach primarer Volumenersatz unter stark eingeschrank-

ten Indikationen fir kolloidale Infusionslésungen durch kristalloide Lésungen erfolgt.

Die Zielsetzung des Anamie-Modells umfasste die Etablierung einer akuten,
normochromen normozytaren Anamie, induziert durch repetitiven Blutverlust. In Auswertung
der erhobenen Messparameter konnte aufgezeigt werden, dass den geforderten Charakteris-
tika anamischer Zustand, Atiologie und Etablierungszeitraum entsprochen und dessen Umset-

zung bestatigt werden konnte.

In Auswertung der Blutbilder von vendsen Vollblutproben konnten reduzierende Effekte auf
die Hb-Konzentration durch repetitive Punktionen ausgefihrt werden, indem von Tag zu Tag
eine Reduktion des Hb-Werts aufgezeigt werden konnte. Mit dem vierten Tag konnte das de-
finierte Hb-Kriterium in allen Versuchsmausen zuverlassig erzielt werden. Die Gegenliberstel-
lung mit ,Kontrollen” identifizierte die repetitiven Punktionen und einhergehenden Blutverluste
als bedingende Kausalitat. Im Rahmen aller durchgefiihrten Laborstudien liel3 sich die Ge-
samtheit aller induzierten Anamien am vierten Tag durch eine Hb-Konzentration von 7,76 +
0,90 g/dl (n=14) in ,andmischen Méausen*“ darstellen. Diese Ergebnisse bestatigen die Zuver-

lassigkeit, Gltigkeit und Unabhangigkeit des zu etablierenden Anamie-Modells.

In Darstellung der Ergebnisse assoziiert mit repetitiven Punktionen konnte aufgezeigt werden,
dass das Protokoll eine normochrome normozytare Anamie induzierte. In Klassifikation der

Anamien nach Erythrozytenindizes erlaubt diese Charakterisierung morphologisch regularer
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Erythrozyten eine atiologische Spezifizierung auf aplastische Anamien, renale Anamien, ha-
molytische Anamien und Blutungsanamien. Unter der Pramisse sonst gesunder Versuchstiere
und durch erfolgte Darstellung einer Bestandigkeit der Hb-Konzentrationen in Versuchstieren
in Abhangigkeit von Punktionen erlauben diese Ergebnisse eine Blutungsanamie als atiologi-

sche Kausalitat anzunehmen.

Eine exakte und anschauliche Abgrenzung akuter und chronischer Anamien lasst sich nach
der Literatur nicht darstellen. Haufig wird die akute Anédmie wage mit Etablierungszeitrdumen
wie spontan oder innerhalb weniger Tage assoziiert [9]. Nach einer Definition entwickele sich
eine akute Blutungsanamie nach einem plétzlichen Blutverlust, beschrieben durch 20% der
Gesamtblutmenge ohne hinreichende Kompensation [10]. Ubertragen auf das etablierte Ana-
mie-Modell kénnte unter AuRerachtlassung von Neubildungsprozessen und Substitutionen der
Blutverlust auf ca. 38 % innerhalb von drei Tagen beziffert werden. Bei Zugrundelegung des
Etablierungszeitraum und der Physiologie der Erythropoese, in welcher die Synthese und Aus-
reifung von Erythrozyten rund eine Woche in Anspruch nimmt, lassen sich die Definitionskri-
terien der chronischen Anamie, welche diese als unzureichend adaptierte Erythropoese dar-
stellen, nicht verifizieren und somit flr das Anamie-Modell zuriickweisen. Weiterfihrend kann
die Pathogenese der etablierten akuten Anamie im Mausmodell in Form einer akuten Hamor-
rhagie als Definitionsgrundlage flr die Bezeichnung einer akuten Anamie interpretiert werden
[9]. Diese Charakteristika legitimieren die Bezeichnung der durch das etablierte Modell indu-

zierten Anamie als akut.

Als Begleiteffekt der durchgeflihrten Anamieinduktion muss eine Aktivierung des Im-
munsystems benannt werden, welche sich in einer Steigerung der absoluten Leukozytenzahl
und einer veranderten prozentualen Darstellung von Lymphozyten und Granulozyten formu-
lieren lasst. Als weitere Limitierungen muss mit einbezogen werden, dass in Auswertung mog-
licher Effekte durch Punktionen und Blutverlust ausschlief3lich hamatologisch Auswirkungen
bemessen wurden. Weiterfiuhrende Wirkungen des tierexperimentellen Protokolls konnten

nicht erfasst werden.

4.2 Basale Charakterisierung kardialer Funktionen ,,andmischer Versuchstiere*

Das etablierte Anamie-Protokoll definierte die Versuchstiergruppen ,Kontrollen“ und
L~andmische Mé&use*, welche im Rahmen basaler Charakterisierung im Hinblick auf hamody-
namische und myokardiale Funktionen untersucht wurden. Eine statistische Analyse erhobe-
ner Messwerte erlaubte Adaptionen auf Induktion einer akuten Anamie durch in vivo und ex
vivo Untersuchungen zu beschreiben, welche basal ,anédmische Mé&use” mit hyperdynami-

scher Kreislauffunktion und gesteigerter Kontraktilitdt assoziierte.
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Zur in vivo Evaluation morphologischer sowie funktioneller Charakteristika der Ver-
suchstiere wurde die nichtinvasive transthorakale Echokardiographie angewandt. Um eine
Vergleichbarkeit der Untersuchungsgruppen zu erlauben, wurde dem Einsatz des Anastheti-
kums Isoflurans, dem Erhalt der Kdrpertemperatur und einer hinreichend physiologischen
Herzfrequenz entsprechend dem Protokoll Sorgfalt getragen. Zur Sicherung einer hinreichen-
den Qualitat der Sonographiebefunde im Hinblick auf Objektivitat und Reliabilitdt wurde eine
personliche Befahigung im Vorfeld durch angeleitete Untersuchungen erworben. Auswertun-

gen fanden unter konformer Interpretation der erhobenen Messbilder statt.

In Ergédnzung wurden durch das ex vivo Modell des isoliert perfundierten Herzens nach Lan-
gendorff standardisierte Messwerte erhoben. Voraussetzung einer Vergleichbarkeit von Ver-
suchstieren war die Durchfuihrung der Untersuchungen unter identischen Konditionen, welche
in einem etablierten Protokoll definiert und umfassend berlcksichtigt wurden. Dabei verflugte
die substituierte Krebs-Henseleit Losung Uber hinreichende Funktionen, konnte aber nicht phy-
siologische Sauerstoff- und Energiemetabolismen aufrechterhalten [126]. Weiterfuhrend ist
anzumerken, dass die zu beschreibende Unabhangigkeit der Versuchstierherzen von syste-
mischen und neurohumeralen Faktoren Vergleiche mit in vivo erhobenen Ergebnissen be-
grenzt und Ubertragbarkeit auf klinische Studienergebnisse limitiert. Darliber hinaus bedingen
Spezifitaten der etablierten Protokolle der ex vivo Experimente eine modifizierte Darstellung

von reelen Messparametern, welche nicht in vivo Verhaltnissen entsprechen.

Die in den tierexperimentellen Studien erhobenen Messergebnisse weisen auf eine
signifikant gesteigerte Hamodynamik in ,andmischen Méusen“im Sinne einer hyperdynami-
schen Zirkulation zur Kupierung pathophysiologischer Adaptionen im Zuge der Induktion einer

akuten Anamie hin.

In intraindividuellen Vergleichen konnte in ,andmischen M&usen“in in vivo Versuchen eine
signifikante Steigerung des HZV, vorrangig vermittelt durch eine signifikante Steigerung der
HF, formuliert werden. Kontrar zu Studien, welche in chronischen Anamien eine Steigerung
der Chronotropie als wirkungsvollen Faktor entkraftigen konnten [22], unterstreichen die in vivo
Ergebnisse die Relevanz der gesteigerten Chronotropie in der akuten Adaptionsphase auf eine
akute Anamie. Bekraftigt wird die induzierte Leistungssteigerung durch in vivo beschriebene
signifikante Verklirzungen der isovolumetrischen Kontraktions- bzw. Relaxationszeiten in
L,andmischen Méausen*, welche als Folge einer reduzierten Systolen- und Diastolendauer im
Zuge einer erhéhten HF interpretiert werden kénnen. Dies kann als physiologische Reaktion
auf eine signifikante Reduktion der Hb-Konzentration aufgefasst werden, sofern die Bereitstel-
lung von Sauerstoff an das Gewebe als Produkt des HZV und des arteriellen Sauerstoffgeh-
altes definiert wird [127]. Experimentelle Studien konnten vergleichbare kardiovaskulare Re-
aktionen auf die Initilerung einer akuten normovolamischen Anamie in gréReren Saugetieren
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beschreiben [27, 128, 129] und eine inverse Korrelation zwischen HZV und Hb-Konzentration
skizzieren [130, 131]. Ein umschriebener Beitrag des Schlagvolumens zur Steigerung des HZV
konnte im etablierten Andmie-Modell nicht dargestellt werden. Dies unterliegt mdglicherweise
einer Maskierung durch eine sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch um eine viel-
fach erhdhte HF der Versuchsmause im Sinne einer Limitierung des Studiendesigns. Des Wei-
teren konnte in Studien zur Auswirkung einer Isofluran Applikation auf C57BL/6 Mausen kar-
diodepressive Effekte beschrieben werden, dessen Wirkungsweisen unzureichend definiert
sind [132].

Eine Steigerung der kardialen Performance konnte Uber eine forcierte HF hinaus, auch in sig-
nifikanten Steigerungen von Kontraktilitdtsparametern dargestellt werden. In vivo assoziierte
eine signifikante Steigerung des Fractional Shortening und ex vivo eine signifikante Steigerung
des dP/dtnax sowie eine Erhéhung des dP/dtmin ,andmischen Méuse“ mit einer Motilitatssteige-
rung. Die Kontraktilitatssteigerung kénnte synergistisch mit erhdhten HF ein signifikant hdhe-
res HZV beginstigen, auch wenn basal deren Relevanz durch die Darstellung vergleichbarer
Schlagvolumina in vivo als auch durch vergleichbaren entwickelten Druck ex vivo limitiert wird.
Dies erlaubt anzunehmen, dass im Rahmen der Adaption auf anamische Zustande ,,andmi-
sche Méause* Leistungssteigerungsvermogen vorhalten, um auf notwendige Forderungen un-

ter Belastung adaquat reagieren zu konnen.

Als eine vermittelnde Kausalitat von Leistungssteigerungen konnte dabei eine erhohte
Adrenozeptoren Funktion formuliert werden. Dies Iasst sich in in vivo Ergebnissen mit Effekten
einer vermehrten Sympathikusstimulation in Anamie in Einklang bringen [27, 28, 131], welche
vermittelt durch aortale Chemorezeptoren [28, 131] und vermehrte Freisetzung von Katechola-
minen [131, 133] Leistungen ,,andmischer Méuse* forcieren kénnte. Sympathikus assoziierte,
myokardial vermittelte positive Inotropie, Chronotropie, Dromotropie und Lusitropie wirden
Uber beta-adrenerge Rezeptoren in vivo erhobene Ergebnisse bekraftigen [29, 128]. Unter-
stiitzt wird dies durch in klinischen Studien formulierte Annahme, dass durch Applikation von
Betablockern die durch akute Anamie induzierte Wirkungen signifikant korrigiert werden
konnte [128]. Aus den erhobenen Ergebnissen suggeriert ein gesteigertes Ansprechen von
L,andmischen Mausen” auf standardisierte Applikation von Isoproterenol eine forcierte Abhan-
gigkeit von Katecholaminen. Dies stellt gleichgerichtet anamische Leistungssteigerungen in

Abhangigkeit von Adrenozeptoren.

In Darstellung der isolierten Versuchstierherzen ex vivo konnten dabei Uber die Explantation
hinaus gleichgerichtete Effekte einer Steigerung des Leistungsvermogens bereits basal be-
schrieben werden, welche Hinweise auf strukturelle myokardiale Adaptionen im Rahmen einer
akuten Anamie erlauben. Die maximalen Druck-Anderungsraten in Kontrakation waren in
L,andmischen Méausen” signifikant und die maximalen Druck-Anderungsraten in Relaxation zu

74



einem statistischen Trend als gesteigert zu beschreiben. Gestarkt werden kénnen die Be-
obachtung héherer Leistung durch eine zu einem signifikanten Trend von p = 0,09 (n.s.) ho-
herer Koronarfluss in ,andmischen Mé&usen*, welcher mit erhdhtem Metabolismus im Zuge
forcierterer Arbeit zu assoziieren ware. Dies impliziert konkordant mit in vivo Ergebnissen ho-

here Substratforderungen einer akuter Anamie bereits in Ruhe.

Méogliche Adaptionen kénnten dabei weiterfiihrenden Funktionen der Endothelzellen
zugeschrieben werden, welche mit gesteigerter Vasoreagibilitat in ,,andmischen Mé&usen* an
Relevanz gewinnen. Uber Regulation des vaskuldren Tonus kénnen vom Endothel freige-
setzte Substanzen mit der Modifikation kardialer Funktion assoziiert werden. Diese modulieren
Kontraktilitdt positiv und negativ in Abhangigkeit von notwendiger Performance, welche in In-
teraktion von kardialen Myozyten und Endothelzellen detektiert wird [134—137]. Dabei bekraf-
tigen die erhobenen Ergebnisse eine gesteigerte Notwendigkeit zur forcierten Regulation des
Gefalistatus in Anamie. In Charakterisierung des Gefalstatus erlaubt die Auswertung der Hy-
perreagibilitdt auf Kurzischamie Hinweise darauf, dass ,,andmische Méause“ zu starkerer Va-
sodilatation in Reaktion auf Ischamie befahigt sind. Dies konnte in Beschreibung der relativen
Hyperreagibilitat bei langeren Praparationszeiten bestatigt werden. Dabei scheint es physiolo-
gisch plausibel eine gesteigerte Vasoreagibilitdt mit Adaptionen einer gesteigerten Rekrutie-
rung von physiologischen Koronarreserven zur Entsprechung héherem kardialem Sauerstoff-
verbrauchs unter gesteigertem HZV in akuter Anamie zu assoziieren, moglicherweise vermit-

telt durch eine Steigerung von Endothelfunktionen.

Uber die basale Charakterisierung hinaus ist zu beschreiben, dass ,Kontrollen” und
L~andmische Méause“im Rahmen von ex vivo Versuchen vergleichbare Beeintrachtigungen auf
globale Kurzischamie zeigten. Dies kdnnte als erster Hinweis auf die Integritat der kardialen
Funktion wahrend Ischamie und Reperfusion in Anamie verstanden werden, indem aufgezeigt
werden konnte, dass ,andmische Méause“ nach Globalischamie keine gesteigerte Limitierung
erfahren. Dies ist klinischen Studien, welche Anamie mit adversem Outcome nach Myokardi-
nfarkt assoziieren [59, 78] entgegen zu stellen. Begrenzt werden Aussagen durch die mut-
maflich ungeniigende Ischamiedauer und unzureichende Ubertragbarkeit der ex vivo Ergeb-

nisse auf klinische Zusammenhange.

Im Rahmen der basalen Charakterisierung von akuter Anamie im Rahmen eines Maus-
modells konnte definiert werden, dass sowohl in vivo als auch ex vivo eine hamodynamische
Hyperdynamisierung eine Steigerung kardialer Funktionsparameter erlaubt. Darlber hinaus
gestattet die Interpretation von Ergebnissen erster Ischamie/Reperfusionsereignisse, dass

akute Anamie im Mause-Modell nicht mit reduzierten Funktionen zu assoziieren seien.
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4.3 Medikamentenstudien

Zur erweiterten Charakterisierung von Versuchstierherzen wurde ex vivo durch Appli-
kation der kardiovaskularwirksamen Substanzen Bradykinin, Adenosin und Isoproterenol de-
ren Effekte auf GefaRstatus und myokardiale Funktionen beschrieben. Uber die Beschreibung
der allgemeinen Substanzeffekte hinaus konnte in ,andmischen Médusen®in Darstellung der
Effekte der Bradykinin Applikation reduzierte, in Darstellung der Adenosin Applikation gleich-
wertige und in Darstellung der Isoproterenol Applikation erhdhte Effektstarken dargestellt wer-

den, welche Adaptionen unter Andmie implizieren.

Unter Achtung der Spezifitdten und Limitierungen des ex vivo Modells des isoliert per-
fundierten Herzens nach Langendorff war die Darstellung der Vergleichbarkeit der zu untersu-
chenden Studiengruppen voranzustellen. Zur Darstellung der Praparationsleistung und eines
hinreichenden Erhaltungszustandes nach Praparation konnte die Auswertung der Praparati-
onszeit und der Hyperreagibilitdt in Reaktion auf Globalischamie herangezogen werden. In-
dem vergleichbare Praparationszeiten und vergleichbare Hyperreagibilitdten aufgezeigt wer-
den konnten, welche den zuvor definierten Kriterien eines hinreichenden Erhaltungszustandes
entsprachen, konnte die Annahme der Vergleichbarkeit der Versuchstiergruppen legitimiert
werden. Vergleichbarkeit von substanzabhangigen Effekten konnte Sorge getragen werden,
indem die Applikation durch eine Infusionspumpe unter Achtung der definierten Konzentratio-
nen und Standards ausgefuhrt wurde. Die verwendeten Substanzansatze wurden einheitlich
fur den gesamten Studienzeitraum angefertigt und bis zu ihrem Einsatz entsprechend ihren
Spezifitaten gelagert, um Abweichungen vorzubeugen. In Applikation der definierten Substan-
zen konnte in ,Kontrollen® und ,andmischen Mé&usen” jeweils signifikante Effekte auf die un-
tersuchten Parameter skizziert werden, wodurch eine konsistente Durchflihrung belegt werden

konnte.

Diese vorangestellten Auswertungen und die Achtung von Standards erlauben einen
Vergleich von ,,Kontrollen“und ,andmischen Mé&usen*“im Hinblick auf definierte Substanzappli-

kationen.

4.3.1 Charakterisierung aus Bradykinin Applikation

1

Durch Applikation des vasoaktiven Peptidhormons Bradykinin konnte in ,Kontrollen®
und in ,andmischen Médusen*Vasodilatation und Forcierung der kardialen Funktionsparameter
erzielt werden, was sich in signifikanten individuellen Steigerungen des CorF, DP, dP/dtmaxund
dP/dtnin darstellte. Dies bestarkte in Achtung des Wirkmechanismus des Bradykinins ein be-
schriebenes intaktes Kallikrein-Kinin-System im Herzen, welches durch B2 Rezeptoren und

Aktivitat der eNOS, welche als konstitutive Isoform Uber vaskulare Endotheliumszellen hinaus
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auch in kardialen Myozyten nachgewiesen werden konnte, wirken soll [103, 138, 139]. In Ge-
genuberstellung der Effektstarken von Bradykinin konnten diese in ,,andmischen Mausen* als
signifikant reduziert in Darstellung aller Messparameter beschrieben werden. Die physiologi-
sche Wirkungsweise des Bradykinins auf das kardiovaskulare System erlaubt unter diesen
Ergebnissen Hinweise auf Adaptionen einhergehend mit akuter Anamie, welche das eNOS
System beeinflussen. Dabei scheint es plausibel anzunehmen, dass durch Bradykinin indu-
zierte Wirkungen in Abhangigkeit von eNOS Verfugbarkeit und Aktivitat zu setzen sind, welche

in akuter Anamie mdglicherweise reduziert sind.

In der Literatur konnten Abhangigkeiten des eNOS Systems von Anamie beeinflussen-
den Aspekten wie Erythrozyten-Funktion, Sauerstoffangebot und hdmodynamischen Adaptio-

nen beschrieben werden.

In Bezug auf Erythrozyten-Funktion konnten Studien darstellen, dass funktionelle eNOS Akti-
vitéten als Teil einer erythrocrine function [140] hamoglobinhaltiger Erythrozyten einen signifi-
kanten Beitrag zur Regulation des Gefalistatus durch Synthese, Transport, Freisetzung und
Entwertung von NO leisten [141-143]. In dieser Funktion spricht eine Reduktion des Hb-Wer-
tes im Sinne der induzierten akuten Anamie fur konsekutive Auswirkungen auf gefafregulato-
rischwirksame Mechanismen, welche sich in adaptierten eNOS Aktivitaten des Herzens wie-
derspiegeln konnten. Dazu konnte in Studien beschrieben werden, dass sich Expression und
Aktivitat der eNOS in Erythrozyten von Patienten mit endothelialen Dysfunktionen gleichge-
richtet reduziert darstellten [141, 144], was Hinweise auf komplexe systemische Wechselwir-

kungen und funktionelle Regulationsmechanismen zwischen eNOS Entitaten erlaubt.

Einhergehend mit einer reduzierten Sauerstofftransportkapazitat im Sinne einer Anamie sind
Studien, welche produziertes NO durch eNOS in eine Abhangigkeit von Sauerstoff stellen in
Diskussionen mit einzubeziehen [145]. Ohne adaquate Versorgung mit notwendigen Substra-
ten und/oder Cofaktoren z.B. unter unzureichender Sauerstoffversorgung, kann die eNOS
Funktion als beeintrachtigt und NO Bereitstellung als limitiert angenommen werden [146]. Her-
vorzuheben ist dabei die Interaktion von NO mit Sauerstoff bei welcher Nitrit gebildet wird,
welches nach herrschendem Sauerstoffgradienten tiber Reaktionen mit desoxygeniertem Ha-
moglobin und desoxygeniertem Myoglobin zu funktionellem NO rekonvertiert wird [147, 148]
und somit als physiologisches Reservoir fir funktionelles NO fungiert. In Bezug auf Sauerstoff-
verfugbarkeiten im Rahmen des etablierten Anamie-Modells ware es plausibel anzunehmen,
dass diese Regulation besonderen Forderungen unterworfen ware, wobei Ergebnisse aus der
Adenosin Applikationen Hinweis auf eine ausreichende Oxygenierung des Myokards in vivo
erlauben. Adaptionen durch forcierten Sauerstoffumsatz im Rahmen der induzierten akuten

Anamie konnten die Bereitstellung von NO durch eNOS und Nitrit Reserven beeinflussen auch
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wenn die Relevanz unter der Pramisse, dass die akute Anamie durch hamodynamische An-

passungen als kompensiert angenommen werden kann, begrenzt scheint.

Aus Reduktion des Hkt in ,andmischen Mdusen* ergeben sich hamodynamische Veranderun-
gen, welche eNOS Aktivitaten relevant beeinflussen kénnen. Veranderte Viskositaten kbnnen
mit veranderten Scherraten assoziiert werden, welche als ein Stimulus fir eNOS Aktivitat gel-
ten [149]. In Studien konnte beschrieben werden, dass Veranderungen des Hkt den Scher-
stress in Koronararterie signifikant beeinflussen und in diesem Sinne anamische Zustande mit
reduziertem Scherstress zu assoziieren waren [150, 151]. In Ubertragung auf die durchge-
fihrte Laborstudie resultiert aus diesen Annahmen eine verminderte eNOS Aktivitat in ,ané-
mischen M&usen*, moglicherweise dargestellt in konsekutiv eingeschranktem Vermaogen, eine
Bradykinin vermittelte Reaktion zu zeigen. Unter Voraussetzung, dass mogliche Adaptionen
auch ex vivo persistieren wirden, konnten die erhobenen Befunde die Annahmen stiitzen und
eNOS Aktivitat in Abhangigkeit der Viskositat stellen.

Die durch die Bradykinin Applikation geflihrte Assoziation von veranderten eNOS Akti-
vitaten und induzierter akuten Anamie eréffnet vielseitige Diskussionen Uber Adaptionen und
vermittelnde Effekte. Besonders vielversprechend erscheint auch die Assoziation von redu-
zierter kardialer eNOS Aktivitat in akuter Anamie mit verandertem NO Stoffwechsel, aus wel-
chem sich relevante Adaptionen fiir Ischamie/Reperfusionsereignisse und oxidativem Stress
ergeben koénnten [152, 153]. Das Studiendesign limitiert dabei Moglichkeiten Kausalitaten zu

benennen.

4.3.2 Charakterisierung aus Adenosin Applikation

In Darstellung der Effekte durch Adenosin Applikation konnte in ,Kontrollen und ,.ané-
mischen M&usen* eine gleichwertige signifikante Steigerung des CorF und signifikante Stei-
gerung von myokardialen Funktionsparametern, dargestellt in DP, dP/dtmax und dP/dtmin, be-
schrieben werden. Dies entspricht der durch die Literatur beschriebenen Stimulation der A;R,

welche mit Vasodilatation und positiver Inotropie assoziiert wird [114—-117].

Als vorrangiger Effektor der Leistungssteigerung fungierte dabei eine potente, gleich-
wertige Vasodilatation, welche sich in erhobenen Ergebnissen durch eine Steigerung von
120,42 £ 44,40 % (n=7) in ,Kontrollen“und 114,78 + 36,03 % (n=8) in ,andmischen M&usen*
darstellen lief3. In Zusammenschau mit durch Isoproterenol Applikation generierten Steigerun-
gen des CorF von 116,08 + 52,70 % (n=7) in ,Kontrollen® und 144,64 + 63,76 % (n=8) in
L~andmischen Mé&usen“ erlaubt dies zu charakterisieren, dass ,Kontrollen® und ,andmischen
Mé&use“im gleichen Mal3e ihren koronaren Gefalistatus maximieren kénnen. Unter dieser Pra-
misse kann beschrieben werden, dass ,andmische Mause*“im ex vivo Modell keine Limitierung

forcierter Vasodilatation erfahren. Dies greift in Studien beschriebene Umstande auf, welche
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beschreiben, dass durch verfliigbare physiologische Koronarreserven von 400 — 500 % im ge-
sunden Myokard der Gefal3status keine Limitierung der hamodynamischen Kompensation dar-
stellt [26].

Ergebnisse der Adenosin Applikation erlauben Hinweise auf Sauerstoffverfligbarkeiten
der Myozyten in ,andmischen Méusen* zu formulieren. Dazu konnte in der Literatur beschrie-
ben werden, dass A>R-Aktivitdten im Sinne einer ,Self-Protection” Myozyten vor hypoxischen
Zustanden beschitzen kénnen [137]. Dies impliziert, dass gesteigerte Adenosin Rezeptorak-
tivitaten in Situationen des Missverhaltnisses von Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf zu
erwarten waren. Die mittels ex vivo Experiment abgebildete Adenosin Wirkungen in ,andmi-
schen M&dusen“und ,Kontrollen®, welche vergleichbare Potentiale darstellten, gestattet die An-
nahme, dass in Reaktion auf die Pathophysiologien der akuten Anamie im Myokard keine Me-
diation durch den Hypoxie-Sensor Adenosin erforderlich war. Dieser Hinweis auf eine ausrei-
chende Oxygenierung des Myokards in vivo erlaubt die akute Anéamie durch Zentralisierung
und Adaption als hinreichend kompensiert anzunehmen [127]. Gestiitzt wird dies durch klini-
sche Beobachtungen, welche zeigen, dass ein intaktes Myokard eine Senkung des Hb-Wertes

auf 7,5 g/dl durch Maximierung kardialer Funktionen kompensieren kann [21, 26].

Aus der Adenosin Applikation konnte fiir die Charakterisierung der akuten Anamie in
einem Mausmodell formuliert werden, dass in Bezug auf den Koronarstatus eine akute Anamie
keine Limitierung beschreibt. Darliber hinaus konnte in Interpretation des Adenosin Systems
als Hypoxie-Sensor Pathophysiologien der akuten Anamie im Herzen als hinreichend kom-

pensiert angenommen werden.

4.3.3 Charakterisierung aus Isoproterenol Applikation

In der Literatur wird Isoproterenol als synthetisches, nicht-selektives Beta-Sympatho-
mimetikum Uber B1-adrenerge Rezeptoren im Myokard eine Steigerung der Herzfrequenz und
des kardialen Outputs und Uber Bz-adrenerge Rezeptoren in der GefalBmuskulatur eine Re-
laxation zu gesprochen [119, 120]. Diesen Effekten konnte in Darstellung von Ergebnissen der
Isoproterenol Applikation entsprochen werden, indem in ,Kontrollen“ und ,andmischen Mé&u-
sen” signifikante Steigerungen des CorF und der Funktionsparameter DP, dP/dtmax und

dP/dtmin beschrieben werden konnten. Effektmalie waren dabei differenziell zu beschreiben.

In Darstellung der kardialen Performance Steigerung konnte aufgezeigt werden, dass
L,andmische Méause* signifikant gréRere Reaktionen auf standardisierte Isoproterenol Applika-
tion zeigten, welche sich in signifikant héheren Effektmalien in Darstellung der kardialen Funk-
tionsparameter prasentierte. Hervorzuheben sind dabei besonders signifikante Steigerungen

in Beschreibung der Dynamik von Kontraktionen (dP/dtnax). Vermittelt durch den Wirkmecha-
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nismus der Substanz Isoproterenol sind Assoziation von akuter Anamie zu veranderten Akti-
vitadten des adrenergen Systems im Besonderen zu 31-adrenergen Rezeptoren zu formulieren.
Entsprechend gesteigerten Effekten kdnnen Hinweise auf hdhere Isoproterenol Sensitivitaten
in ,andmischen Mé&usen*“formuliert werden. Dies stellt gleichgerichtet, wie bereits im Rahmen
der basalen Charakterisierung beschrieben, anamische Leistungssteigerungen in Abhangig-
keit von Adrenozeptoren und Katecholaminen [27-29, 131]. Die Ergebnisse der ex vivo Labor-
studien legen weiterfihrend eine strukturelle Anpassung nahe, welche Uber die Explantation

des Versuchstierherzens hinaus gesteigerte 31 Funktionen vermitteln.

Eine Assoziation einer akuten Anamie mit einer signifikanten Steigerung des Leistungs-
vermogens erlaubt weitere strukturelle Adaptionen zu diskutieren. Im Rahmen der Maximie-
rung von Leistungspotentialen durch Applikation von Isoproterenol waren in ,andmischen Mé&u-
sen“auch in Darstellung absoluter Funktionswerte signifikant hdhere Messwerte zu erheben.
So konnte beispielhaft der DP in ,Kontrollen, beschrieben durch 190,14 + 11,72 mmHg (n=7)
signifikant (*) gegenuber ,andmischen Méausen*, beschrieben durch 220,38 + 33,91 mmHg
(n=8) unterschieden werden. Sofern nicht das adrenerge System, sondern Leistungsvermo-
gen als bestimmende Entitat zur Maximierung von Leistung in dem etablierten Modell definiert
wird, kénnten Assoziation zwischen dauerhafter Kompensation adverser Pathophysiologien
und mdglichen Anpassungen im Sinne eines Trainingseffektes gefuhrt werden. Hervorgerufen
durch reduzierte Sauerstofftransportkapazitaten und daraus resultierenden Leistungsanspru-
chen an das kardiale System koénnten in Reaktion auf chronische Mehrbelastung Myokard-
funktionen adaptiven Veranderungen unterworfen sein und erbringbare Leistung maximiert
werden. Hinweis darauf formulieren nicht nur hdhere Maximalleistungen in ,andmischen Mé&u-
sen, sondern auch zu einem statistischen Trend gesteigerter Grundumsatz von ,andmischen
Mé&usen*in Darstellung des CorF ex vivo unter Ruhebedingungen. In Darstellung von Effekten
aeroben Trainings konnte dazu in Studien Anpassungsreaktionen im Sinne gesteigerter aero-
ber Kapazitat der belasteten Muskulatur durch vermehrte Kapillarisierung und vermehrter va-

sodilatorischer Kapazitat aufgezeigt werden [154, 155].

In standardisierter Applikation von Isoproterenol konnte sowohl in ,Kontrollen®als auch
in ,andmischen Mausen*“eine Maximierung der Funktionsparameter DP, dP/dtmax und dP/dt min
beschrieben werden. Diese Ergebnisse suggerieren, dass auch unter Stimulation durch Leis-
tungsinduktoren eine akute Anamie in isolierter ex vivo Darstellung keine Funktionslimitierung
in unterworfenen Versuchstierherzen darstellt. Dies unterstitzt aufgestellte Hypothesen, dass
unter ausreichender Substratverfligbarkeit Leistungssteigerungen zur Kupierung durch akute
Anamie hervorgerufene Pathophysiologien mdglich sind und sich in hinreichender Kompensa-

tion adverser Effekte darstellen [21, 26].
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In experimentellen Studien konnte dargestellt werden, dass durch Aktivierung von (s-
adrenerge Rezeptoren allgemeine kardioprotektive Effekte induziert werden kénnten, mit der
Méoglichkeit einer klinischen Wirkung vorzugsweise wahrend einer spaten Ischamie oder/ und
friher Reperfusion [156]. Uberhdhte EffektmaRe von Isoproterenol in ,andmischen M&usen*”
kénnten dazu unabhangig der Wirkungsweise von Isoproterenol auf eine allgemeine Forcie-
rung des adrenergen Systems hinweisen, mit dem Potential myokardiale Schaden im Rahmen
eines Ischamie/Reperfusionsereignisses abzuwenden. Dies kénnte in Einklang gebracht wer-

den mit den ex vivo beobachteten signifikant kleinere Infarktarealen in ,andmischen Méausen*

Diskutierte Beobachtung erlauben Isoproterenol Applikation im Rahmen des ex vivo
Modells mit gesteigerten kardialen Funktionalitaten vor allem in ,andmischen M&usen* zu as-
soziieren. Als mdgliche vermitteinde Mechanismen kénnten gesteigerte adrenerge Sensibilitat

oder ein Trainingseffekt im Zuge von Mehrbelastung beschrieben werden.

4.4 Charakterisierung aus Ischamie/Reperfusionsereignisen

Zur weiterfhrenden Charakterisierung kardialem Funktionsvermdgen unter akuter
Anamie wurden Versuchstiere im Rahmen des ex vivo Modell des isoliert perfundiertem Herz
nach Langendorff einem Ischamie/Reperfusionsereignis unterworfen. Die Lokalischamie des
RIVA war auf 45 Minuten und die anschlieRende Reperfusion auf 120 Minuten definiert. Unter
Darstellung der Vergleichbarkeit der zu untersuchenden Versuchstiere konnte in ,andmischen
Mé&usen” eine signifikant starkere Limitation der kardialer Funktionsparameter DP, dP/dtmax
und dP/dtmin in Ischamie beschrieben werden. In der anschlieRenden Reperfusion zeigten
L,andmische M&use* eine signifikant gesteigerte Recovery kardialer Funktionen, ausgedrtickt
in CorF, DP, dP/dtmnax und dP/dtmin. Diese Ergebnisse liefsen sich durch Darstellung signifikant

kleiner Infarktareale bekraftigen.

Unter Achtung der Spezifitaten und Limitierungen des ex vivo Modells des isoliert per-
fundierten Herzen nach Langendorff waren Studien eine Darstellung der Vergleichbarkeit der
zu untersuchenden Studiengruppen voranzustellen. Zur Beschreibung des hinreichenden Er-
haltungszustandes nach Praparation konnten die Ergebnisse der Auswertung von Praparati-
onszeit und Hyperreagibilitdt nach globaler Kurzischamie herangezogen werden. Aufgrund
des praparatorischen Mehraufwandes wurden notwendigerweise verlangerte Praparationszei-
ten toleriert, welche sich in ,Kontrollen” und ,,andmischen Mausen” nicht unterschieden. In
Darstellung der Hyperreagibilitat in Reaktion auf globale Kurzischamie konnten alle Versuchs-

tierherzen das zuvor definierte Kriterium eines hinreichenden Erhaltungszustandes erfllen.

Zur Evaluation moglicher Effekte im Rahmen eines Ischamie/Reperfusionsereignisses
war eine Vergleichbarkeit der Ischamie-Phase in ,Kontrollen“ und ,andmischen Mausen* er-
forderlich. Ein gleichwertig limitierter Zustand wahrend reversibler Lokalischamie konnte durch
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aquivalente relative Flussreduktion von > 30% in den Versuchstieren beschrieben werden.
Vergleichbarkeit des durch Ligatur, einer akuten Ischamie unterworfenen Myokardareal konnte
im Rahmen der Auswertung von Infarktarealen durch Darstellung vergleichbarer Flachen unter
Risiko pro linkem Ventrikel in ,,Kontrollen“ und ,andmischen Méusen*bestarkt werden. Gultig-
keit der Infarktauswertung konnte erzielt werden, indem ausreichend Reperfusion etabliert

wurde, um reduktive Aquivalente zu entfernen [157, 158].

Diese vorangestellten Auswertungen und die Achtung von Standards erlaubten einen
Vergleich von ,Kontrollen“ und ,andmischen Méusen® im Hinblick auf ein definiertes Ischa-

mie/Reperfusionsereignis.

4.4.1 Charakterisierung aus Lokalischamie

Wahrend definierter, reversibler Lokalischamie induziert durch Okklusion des RIVA der
A. coronaria sinistra konnte eine signifikant starkere Reduktion der kardialen Funktionspara-

metern DP, dP/dtmax und dP/dtmin in ,,andmischen Méausen”beschrieben werden.

In Darstellung absoluter Messwerte konnte in ,andmischen Mé&usen* Uber die gesamte Ischa-
miezeit signifikant geringere kardiale Funktionalitaten als in ,Kontrollen* beschrieben werden,
welche besonders zu Beginn der Ischamie zu den Messpunkten 5. und 10. Minute Ischamie
in ,andmischen Méausen” als maximal limitiert darzustellen waren. Gestltzt werden Beobach-
tungen durch Darstellung der relativen Funktionalitdten zum praischamischen Zustand, indem
L-andmischen Mausen“ eine starkere Reduktion kardialer Funktionen zugeschrieben werden
konnte, welche zur 10. Minute Ischamie als signifikant zu beschrieben waren. Dies erlaubt zu
formulieren, dass ,andmische Maduse*” mit einer signifikant grof3eren Limitation kardialer Funk-
tionen in Ischamie einhergehen und assoziiert akute Anamie mit gesteigerter Beeintrachtigung
wahrend eines akuten Verschlusses eines Herzkranzgefalles, im Sinne eines Myokardinfark-

tes.

Die Induktion einer akuten Anamie ist demnach mit Adaptionen und veranderten Pa-
thomechanismen verbunden, welche in ihrem Effekt Funktionalitaten unter Hypoxie begren-
zen. Dies erlaubt Diskussionen hinsichtlich méglicher vermittelnder Effekte, welche, nach der
Pathophysiologie der Anamie, veranderte Sauerstoffverfigbarkeiten mit der Pathophysiologie

von Ischamien verknupfen.

Als ein méglicher Mechanismus veranderter Effekte einer Ischamie ist eine Assoziation von
akuter Anamie mit Steigerungen des Leistungsvermdgens und forciertem Substratbedarf im
Hinblick auf einen potentiellen Schwellenwert einer hinreichenden Versorgung zu diskutieren.
Voranzustellen ist eine Definition der Ischamie, welche diese als eine Hypoperfusion von Ge-
webe mit oxygeniertem Blut, im Sinne einer unzureichenden Versorgungslage, auffasst. Eine
experimentelle Studie konnte sowohl in in vivo als auch in ex vivo Versuchen darstellen, dass
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die Schwere einer myokardialen Ischamie in einer akuten Anamie nicht in Abhangigkeit der
Hamodilution darzustellen, sondern vielmehr auf einen hypoxischen Zustand zurtckzufiihren
sei [159]. In Bezug auf eine manifeste Anamie erlaubt dies zu formulieren, dass erst bei Ver-
sagen von Kompensationsmechanismen mit konsekutiven hypoxischen Bedingungen nachtei-
lige Effekte in Erscheinung treten. Dazu konnten im Rahmen der durchgefuhrten in vivo Ver-
suche der Echokardiografie aufgezeigt werden, dass, um physiologischen Funktionen entspre-
chen zu kénnen, ,andmische Maduse* eine Hyperdynamisierung der Herz-Kreislauf Funktion
etablierten. Mit chronischen Mehrbelastungen des Kreislaufsystems einhergehend, sind An-
passungsreaktionen zu erhdhter Leistungsfahigkeit zu hypothesieren, welche eine gesteigerte
maximale Sauerstoffaufnahmefahigkeit induzieren kénnte [160]. In Darstellung von Effekten
aeroben Trainings konnten in Studien Anpassungsreaktionen im Sinne gesteigerter aerober
Kapazitat der belasteten Muskulatur durch vermehrte Kapillarisierung und vermehrter vasodi-
latorischer Kapazitat dargestellt werden [154, 155]. Dies konnte im Rahmen der basalen Cha-
rakterisierung in Bezug auf hdheres Leistungsvermégen und in Interpretation des koronaren
Flusses durch héheren Grundumsatz in Anamie bekraftigt und auf das etablierte Anamie-Mo-
dell bezogen werden. Bereits unter der isolierten Pathophysiologie der Anamie konnte in Be-
schreibung der myokardialen Hamodynamik und des Metabolismus definiert werden, dass ob-
wohl die arteriovendse Sauerstoffdifferenz in Koronarien signifikant reduziert war, der Sauer-
stoffumsatz des Myokards signifikant anstieg, assoziiert mit einem signifikanten Anstieg des
Laktates [133]. Dies konnte als ein Indikator flr gesteigerte Relevanz anaerober Stoffwech-
selaktivitat basal interpretiert werden und verdeutlicht die maximale Ausschépfung aerobem
Metabolismus und eine gesteigerte Abhangigkeit des Energiemetabolismus von Sauerstoff zur

Aufrechterhaltung kardialer Funktionen in Anamie.

Dazu konnte in Auswertung der Ergebnisse der Adenosin Applikation formuliert werden, dass
submaximalen Auslastung im Anamie-Modell als hinreichend kompensiert angenommen wer-
den konnten. Dies kann durch experimentellen Studien bekraftigt werden, indem eine signifi-
kante Reduktion des Hb-Wertes das Sauerstoffangebot zwar auf einen kritischen Zustand re-
duziert, dies aber unter stabilen Bedingungen den Sauerstoffkonsum nicht beeintrachtigt [161—
163]. In Assoziation zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffkonsum kann dabei der Ter-
minus ,Schwellenwert® definiert werden, unterhalb welchem eine direkte Abhangigkeit des
Sauerstoffkonsums vom Sauerstoffangebot formuliert werden kann [127]. Weitere Limitierun-
gen im Sinne reduziertem Sauerstoffangebotes wiirden einen ausreichenden Sauerstoffkon-
sum behindern. Unter pathologischen Bedingungen wiirde dieser Schwellenwert angehoben

und die Sauerstoffverwertung limitiert [127].

In durchgeflihrten Langendorff Studien zeichneten sich ,,andmische Méause“wahrend Ischamie

durch eine signifikant starkere Beeintrachtigung kardialer Funktionsparameter aus, welche
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sich als Resultat aus chronischen Mehrbelastungen, forciertem erhéhtem Wirkungsgrad mit
vermehrter Sauerstoffforderung oder auch dem Potential bzw. Notwendigkeit zu héherer Sau-
erstoffaufnahme interpretiert werden kénnte. Unter der Annahme, dass regulatorische Adapti-
onen basal eine hinreichende Kompensation ermdglichen, kénnte beschrieben werden, dass
diese bedarfsorientierte Adaption das mogliche Kompensationsvermdégen von anamischen
Versuchstierherzen maximal ausschopft. Unter Zuwirken einer weiteren Verscharfung der My-
okardversorgung durch eine Lokalischamie fordern die antrainierten Adaptionen einen uber-
héhten Sauerstoffbedarf, welchem nicht entsprochen werden kénnte. Dem folgend kénnte ein
entstehendes Defizit als essentieller aufgefasst werden, als in vergleichbaren ,Kontrollen*, ein-
hergehend mit einer signifikant stéarkeren Beeintrachtigung der kardialen Funktion in anami-
schen Versuchstieren wahrend Ischamie. In in vivo Studien kann dazu aufgezeigt werden,
dass mit einer Reduktion des Hkt im Sinne einer manifesten Anamie Koronarreserven signifi-

kant beeintrachtigt werden, einhergehend mit einer hoheren kardialen Vulnerabilitat [164].

Uber tiberhdhte Sauerstoffabhangigkeiten hinaus kénnten reduzierte kardiale Funktio-
nen Effekte protektiver Mechanismen darstellen, welche Schaden vom Myokard unter Hypoxie
abwenden. In Regulation kardialer Funktionen konnten Interaktionen dargestellt werden, wel-
che versuchen durch Etablierung eines funktionellen Gleichgewichtes aus Substratforderung
und Substratangebot Beeintrachtigungen zu minimieren. Bei ,andmischen Mausen” kénnten
dabei forcierte Substratforderungen eine entschiedenere Begrenzung kardialer Funktionen
notwendig machen. Formulierte Hypothesen kdnnten mit dem in Literatur beschriebenen Pha-
nomen des ,Hibernating”, assoziiert werden. Dieses Phanomen beschreibt den Zustand eines
~Winterschlafs des Myokards mit persistierender myokardialer Dysfunktion wahrend kardialer
Ischamie, welche sich mit Reetablierung der koronaren Reperfusion rasch verbessert [165,
166]. Eine Recovery der kardialen Funktion setzt dabei voraus, dass Myozyten reversibel ihre
Funktionalitat verlieren und eine kontraktile Dysfunktion in ischamischem aber vitalem Myo-
kard beschrieben werden kann. Klinisch kann dies verdeutlicht werden, indem Patienten mit
shibernating“ Myokard eine schlechtere, nach Reperfusion aber bessere Prognose aufzeigen
[167]. Dabei wird kardiale Depression in Ischamie vorrangig durch herabgesetzte Pumpfunk-
tion der schlechter durchbluteten Muskelanteile vermittelt. Dies kann aufgefasst werden als
eine aktive Anpassung des Energiemetabolismus durch Reduktion der myokardialen kontrak-
tilen Funktion unter reduziertem Energieangebot zum Erhalt der Vitalitat und strukturellen In-
tegritat [168, 169]. In tierexperimentellen Studien konnte dies als ,perfusion-contraction-mat-
ching“formuliert werden [170]. Unter vorangestellten Hypothesen, dass Anamie bedingt durch
einen , Trainingseffekt* der Myokardzellen ein erhéhter Energieumsatz zuzuschreiben sei, er-

laubt dies zu formulieren, dass ,,andmischen Mause* starkere Beeintrachtigung aus einem ge-
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steigerten Mismatch aus standardisierter Perfusion und gesteigertem Energiebedarf unterwor-
fen sind, welches sich im Sinne einer Autoregulation in reduzierteren kardialen Funktionen
darstellen konnte. Dies konnte in Versuchen beschrieben werden, indem unmittelbar in Reak-
tion auf Lokalischamie ex vivo eine signifikant Uberhdhte Beeintrachtigung kardialer Funktion

aufgezeigt werden konnte.

In Interaktion von kardialen Myozyten und vaskularen Endothelzellen ware eine Modifikation
kardialem Leistungsvermogens durch von Endothelzellen bereitgestellten kardioaktiven Sub-
stanzen mdglich [134—136], welche im Rahmen der Ischamie zum Selbstschutz der Myozyten
kardiale Funktionen bis zu einer hinreichenden Adaption limitieren. Dazu beféahigt die Myozy-
ten die Fahigkeit als Sauerstoff-Sensor zu fungieren [137], welche physiologisch gefalregula-
torisch wirkt und pathophysiologisch unter limitiertem Gefal3status moglicherweise durch Mo-
dulation der kardialen Funktion ein funktionelles Gleichgewicht aus Sauerstoffanspruch und
Sauerstoffbereitstellung erzielen kénnte. Besonders in der Friihphase nach Ischamieinduktion
waren gesteigerte Reduktionen der kardialen Funktionen zu beschreiben, welche ein manifes-
tes Missverhaltnis zwischen Energiebedarf und Energieangebot zugeschrieben werden
konnte [168]. Beobachtete signifikant starkere Beeintrachtigungen in ,andmischen Mausen*
kénnten aus reduzierten Substratreserven des Myokards erklart werden. In Anlehnung an
mogliche Effekte unzureichender Metabolisierung und Reserven in Anamie kdnnten Kupierun-
gen limitiert sein und nachteilige Effekte in der friihen Ischamie vermitteln werden. Die Nach-
teile kdnnten nach Minuten durch Einstellen eines neuen Gleichgewichtes aus Perfusion und
Substratforderung in einem niedrigeren Funktionsniveau ausgeglichen werden [171]. Anpas-
sungen der Versuchstiere an einen veranderten Metabolismus kénnten mit signifikanter
Laktatproduktion, Reduktion des koronarvendsen pH-Wertes, Anstieg des koronarvendsen
pCO: und signifikanter Erniedrigung der Kreatinin Konzentration einhergehen [172]. Gleichge-
richtete Anpassungen waren auch unter Anamie bereits basal zu erwarten, mit dem Potential,
dass ,andmische Méause*“ an Veranderungen besser adaptiert seien und irreversible Schaden

minimiert wirden.

In Darstellung ,andmischer Méuse* in Lokalischamie konnte aufgezeigt werden, dass
Anamieinduktion mit einer signifikant starkeren Limitierung kardialer Funktionen einhergeht. In
Translation auf klinische Zusammenhange kénnte eine besonders hohe Vulnerabilitat von ana-
mischen Myokardinfarktpatienten in der Frihphase des Myokardinfarktes assoziiert sein. Als
mogliche vermittelnde Mechanismen kénnten veranderte Substratforderungen oder Ischamie

assoziierte, protektive Phanomene wie das ,Hibernating“ Myokard diskutiert werden.
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4.4.2 Charakterisierung aus Reperfusion und InfarktgroBen

Mit Induktion der Reperfusion konnte in ,andmischen Mé&usen“ und ,Kontrollen” eine
Recovery des koronaren Flusses und kardialer Funktionsparameter beschrieben werden, wel-
che signifikant zu unterscheiden war. Obwohl sich die Versuchstiergruppen in absoluter Dar-
stellung von Messparametern nicht unterscheiden lieRen, verflugten ,andmische Méuse“ in
Darstellung relativer Messparameter zum praischamischen Zustand nach Wiedereréffnung
des RIVA Uber eine signifikant héhere Hyperamie und signifikant starkere Erholung kardialer

Funktionen.

In Beschreibung postischamischer Funktionen konnte dargelegt werden, dass ,anédmische
Méuse*in Mittelwerten héhere Performance Niveaus beschreiben konnten als praischamisch,
wahrend ,Kontrollen®in Mittelwerten gleichwertige oder reduzierte Niveaus darstellten. Die zur
Erfassung von Ischamieschaden angeschlossene Bestimmung von Infarktgréen beschrieb
gleichgerichtet, dass ,andmische Mé&use* kleinere Infarktflachen auf vergleichbare Limitatio-
nen des CorF ausbildeten. In Zusammenschau der Beobachtungen erlaubt dies zu hypothe-
sieren, dass ,andmische Mause”im Rahmen der Reperfusion in ihrer Funktionalitat durch Lo-
kalischamie weniger limitiert wurden als ,Kontrollen“ und sogar das Potential besitzen ihre

Funktionalitaten zu steigern.

Im Hinblick auf in der Literatur beschriebene Phanomen und Mechanismen, welche die
Anamie mit mdglichen Einflissen auf die Pathophysiologie des Myokardinfarktes assoziieren,
lassen sich verschieden gerichtete Hinweise auf mogliche vermittelnde Effekte formulieren.
Dabei sind mégliche Interaktionen mit dem NO System, den Prinzipien des oxidativen Stres-
ses, Verfugbarkeiten von EPO, eine Prakonditionierung und die Phanomene ,Hibernating“und
»Stunning“ mogliche Ausgangspunkte fur Diskussionen und weiterfihrende Untersuchungen.
Méglichen Interpretationen von Anamie vermittelnden Effekten ist die Darstellung der Patho-
physiologie, des durch Ischamie und Reperfusion vermittelten Schadens als Ischamie-Reper-
fusionsschaden (IRS) voranzustellen. Demnach sind Schaden nicht ausschlielich auf durch
Ischamie induzierte Minderversorgung des betroffenen Myokards sondern paradoxerweise
auch auf die Reperfusion des unterworfenen Myokards zurtickzufiihren [153]. Dem anteilig
vermitteltem myokardialen Schaden durch IRS konnte nach experimentellen Studien bis zu
50% des eigentlichen Infarktschadens zugesprochen werden [145]. Dies erlaubt nicht nur Ef-
fekte der Ischamie, sondern auch Effekte auf Reperfusion das Potential zuzuschreiben, Funk-

tionalitaten und Infarktausmafe zu beeinflussen.

Aus den Ergebnissen der Substanzapplikation im Rahmen von Langendorff Studien

konnten von ,Kontrollen” zu ,,andmischen Mausen*“Veranderungen im NO System aufgezeigt
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werden, wobei ,andmischen Mause” potentiell verminderte Effekte durch eNOS zugeschrie-
ben werden kdnnten. In der Literatur konnten vielfaltige Interaktionen zwischen NO und dem
kardiovaskularen System belegt werden, im Besonderen unter ischadmischen Bedingungen.
Unter physiologischen Bedingungen lasst sich dem vasoaktiven NO eine kardioprotektive
Funktion zuschreiben, vermittelt durch antioxidative und antiinflammatorische Wirkungen [152,
173-175]. Dem gegenuber konnte unter hypoxischen Bedingungen eine eNOS vermittelte In-
duktion von oxidativem Stress durch uUberschieBende ROS Produktion beschrieben werden,
welche IRS mitbedingen [153]. In Ubertragung auf das etablierte Anamie-Modell und einher-
gehende Adaptionen in Reaktion auf Ischamie/Reperfusionsereignis sind differenzielle Mecha-

nismen in Assoziation mit Bereitstellung von NO zu diskutieren.

Als ein moéglicher vermittelnder Effekt kdnnte eine Potenzierung der induzierbaren NOS (iNOS)
in ,andmischen Méusen* als kompensatorischer Mechanismus auf eNOS Reduktion hypothe-
sierter werden, welche mdéglicherweise NO Verflgbarkeit wahrend Ischamie und Reperfusion
fordert und kardioprotektive Wirkungen von NO erlaube. Diese NOS Isoform konnte neben
konstitutiv exprimierten neuronaler NOS (nNOS) und eNOS im Herzen nachgewiesen werden
[176]. In Studien konnten eNOS knockout Mause (eNOS") mit erhdhter Expression von indu-
zierbarer NOS RNA assoziiert werden [177, 178]. Diesem folgend sei eine gesteigerte Verflg-
barkeit von NO in ,andmischen Mausen” anzunehmen. Verflugbarkeiten von NO bzw. NO Do-
nors wurden dabei mit Reduktion von IRS assoziiert [179-181]. Dabei konnte NO zugeschrie-
ben werden, Gewebe durch physiologische Regulation des vaskularen Tonus zu schitzen,
Inhibierung der Plattchenaggregation zu bewirken, Sauerstoff abhangigen Radikalen zu ent-
kraftigen, eine physiologischen Membranpermeabilitdt zu erhalten, Immunverteidigung zu ak-
tivieren und Endothelzell-Regeneration zu stimulieren [182]. Daruber hinaus konnten mogliche
Mechanismen auf negativen inotropen und chronotropen Effekten des NO auf Kardiomyozyten
beruhen, durch welche hyperkontraktile Prozesse wahrend Reperfusion abgeschwacht und
ventrikulare Gefalbelastung reduziert werden [178, 183, 184]. Zusatzlich wirde durch Inter-
aktion von NO und der mitochondrialen Atmungskette ein zytoprotektiver Effekt etabliert, wel-
cher eine Proteinmodifikation und Reduktion der Bildung von ROS erwirkt [145]. Eine Unab-
hangigkeit der iNOS von Ca*" beugt dabei einem mdglicherweise schadlichen NO Burst in
Reaktion auf Ischamie vor und vermittelt so unabhangig der eNOS rein kardioprotektive Ef-
fekte des NO [138, 153]. Klinische Anwendung kdnnte dies finden im Rahmen von Nitrit Appli-
kationen, welche das Potenzial besitzen HerzinfarktgréRen signifikant zu reduzieren [185-187]
und protektiv vor Reperfusionsschaden zu wirken [188]. Dabei kénnen Nitrite als Reservoir
pathologisch erniedrigte NO-Spiegel wahrend Hypoxie bzw. Ischamie mit assoziiertem Sauer-

stoffmangel und konsekutiver NOS-Dysfunktion ausgleichen.
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Dartber hinaus kénnte eine reduzierte Verfligbarkeit bzw. Aktivitat von eNOS, Entkopplungs-
prozesse unter Hypoxie limitieren und Bildung von ROS begrenzen. Zu Grunde liegt ein Me-
chanismus, welcher beschreibt, dass unter hypoxischen Bedingungen eine Entkopplung der
eNOS von ihrer Funktionalitdt der NO Produktion, vermittelt durch reduzierte Tetrahydrobiop-
tern (BH4) Konzentration, eine vermehrte Produktion von ROS bedingt [153, 189]. Die als e-
NOS uncoupling formulierte endotheliale Dysfunktion tritt in Folge vermehrter Oxidierung des
Cofaktors BHs durch vermehrten oxidativen Stress wahrend Ischamie und Reperfusion auf.
Durch Oxidierung wird die funktionelle Konzentration von BH4 reduziert und bewirkt bei Errei-
chen eines kritischen Quotienten aus BHs und eNOS eine Transformation der eNOS. Die un-
coupled eNOS stellt fortan Superoxide bereit, welche nachhaltig antioxidative Mechanismen
beschrankt und oxidative Schaden starkt [153, 189]. Superoxid Bereitstellung kann sich direkt
auf die kardiale Funktionalitdt auswirken, indem in Interaktion mit NO gebildetes Peroxynitrit
myokardiale Kontraktilitdt beschrankt und kardiale Funktion limitiert [190]. In Reperfusion
konnte dazu in ex vivo Studien aufgezeigt werden, dass eNOS™ Mause sich durch signifikant
héhere funktionelle Erholung und abgemilderte postischamische Dysfunktion gegeniber Kon-
trollen prasentierten [191]. Diese Ergebnisse sind jedoch kritisch zu diskutieren, da in Abhan-
gigkeit vom verwendeten Stamm auch gegenteilige Effekte prasentiert werden konnten, wel-
che den Fokus auf Confoundern richten [177]. Zu diesen Interpretationen kdnnen Studien be-
nannt werden, nach welchen eNOS Reduktionen durch Applikation eines eNOS Inhibitors pro-
tektiv vor postischamischen Dysfunktionen wirken und Infarktauspragungen reduzieren [191—
193]. Assoziieren sei dies mit einer auf myokardiale Ischamie folgende Reperfusion, welche
sich durch massive Bereitstellung von NO im Sinne eines NO Burst [194] vermittelt durch tber-
hohte Ca?* Freisetzung und abhangige Aktivierung in kardialen Myozyten [195] oder Adaptio-
nen des Scherstresses wahrend Reperfusion mit konsekutiver NO Freisetzung darstellt [196].
Dabei ist zu diskutierten ob kardioprotektive Effekte durch limitierte NO Bereitstellung aus re-
duzierter eNOS Funktionalitat selbst oder durch weiterfiihrende Effekte unabhangig NO bzw.
eNOS Aktivitat induziert werden [197, 198]. Daruber hinaus kdnnen beschriebene Effekte der
Laborstudien Annahmen unterstitzen, dass mit Reduktion der eNOS Aktivitat Ischamie/Re-
perfusionsschaden vermittelt durch oxidativen Stress minimiert werden kdénnen, moglicher-
weise bedingt durch Beschrankung von Entkopplungsprozessen. Klinische Relevanz von Ent-
kopplungsprozessen konnte unterstiitzt werden durch Studien, welche exogene Substitution
von BH4 mit positiven Effekten auf linksventrikulares Remodelling und reduzierten myokardia-
len Schaden nach Ischamie/Reperfusion assoziieren konnten [199-201]. Die beschriebenen
Studienergebnisse legen komplexe Interaktionen zwischen NO Verfugbarkeiten, eNOS Aktivi-
taten und kardialen Dysfunktionen im Rahmen eines Ischamie/Reperfusionsereignisses nahe.

Die durch das ex vivo Modell nach Langendorff erhobenen Ergebnisse assoziieren verringerte
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eNOS vermittelte Effekte mit reduzierten Beeintrachtigungen eines IRS und bekréaftigt in der

Literatur gleichgerichtete Ausflihrungen.

Als weiterer moglicher Mediator von Schaden, hervorgerufen durch ein Ischamie/Re-
perfusionsereignis, konnten EPO-Konzentrationen definiert werden. In Bezug auf das etab-
lierte Anamie-Modell ist zu formulieren, dass als Reaktion auf eine verminderte systemische
Sauerstoffsattigung physiologisch eine gesteigerte EPO-Bereitstellung induziert wird, welche
erlaubt eine gesteigerte EPO-Konzentration mit ,andmischen Méausen* zu assoziieren. In ex-
perimentellen Studien konnte aufgezeigt werden, dass funktionelle EPO-Rezeptoren in kardi-
alem Gewebe nachzuweisen sind und, dass exogene EPO-Applikation kardiale Funktionen
nach Ischamie/Reperfusionsereignis verbessern [202—205]. Dabei konnte ex vivo unter EPO-
Applikation mit einsetzender Reperfusion signifikant hdhere kardiale Perfusion und signifikant
héhere kardiale Funktionalitaten beschrieben werden [202]. Zu Grunde zu legen seien Effekte,
welche auf nicht-erythropoetischen Prozessen beruhen. So konnte EPO zugeschrieben wer-
den antiapoptotisch zu wirken, Effekte von ROS zu limitieren, kardiale Na* -K*-Pumpen zu
modulieren und NO Bereitstellung zu erwirken [202, 206—209]. Dartber hinaus konnte hypo-
thesiert werden, dass EPO Neovaskularisation induziert, assoziiert mit gesteigerter alpha-
MHC Expression und daruber gunstige Effekte moduliert [205]. Unterstitz wird dies durch ex-
perimentelle Versuche, welche Mangel an EPO-Rezeptoren im Herzen mit signifikant grof3e-
ren Infarkten assoziieren konnten [210]. Kontrar sind klinische Studien anzufiihren, welche
EPO-Behandlung nicht mit einer Verbesserung kardialer Funktion und reduzierter InfarktgroRRe
assoziieren kdnnen, sondern sogar nachteilige Effekte formulierten [211-214]. Allen klinischen
Studien gemein ist die Tatsache, dass EPO-Applikationen nach etabliertem Ischamie/Reper-
fusionsereignis erfolgten. Dies begrenzt Vergleiche mit experimentellen Studien, welche EPO-
Applikationen vor Ereignissen etablierten und positive Effekte darstellten. Daraus ergibt sich
eine mdgliche Begrenzung positiver Effekte von EPO auf den Ischamie- und friihen Reperfu-

sionszeitraume.

In Ubertragung auf das etablierte Anamie-Modell konnte eine Assoziation von ,andmischen
Méusen”und gesteigerten kardialen Funktionen bei reduzierter InfarktgréoRe formuliert werden.
Anamie als Modell einer EPO-Induktion und konsekutiver forciertem exprimieren von EPO-
Rezeptoren flhrt dabei zu Steigerung von EPO-Konzentrationen bereits vor einem maoglichen
Ischamie/Reperfusionsereignisses. Somit sind die Ergebnisse konkordant den Ausfiihrungen
der experimentellen Studien beizufiigen, welche EPO mit gesteigerten Funktionen und kleine-

ren Infarkten assoziieren.

Im Zuge maglicher pathophysiologischer Adaptionen im Rahmen der Anamie kdnnte

die Hypothese aufgestellt werden, dass pathophysiologische Anpassungen der Mikrozirkula-
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tion gunstige Effekte auf das Recovery der Funktionalitat von Myozyten etablieren. In Darstel-
lung mikrozirkulatorischer Effekte in Reaktion auf Anamie kénnten Mechanismen beschrieben
werden, welche das Sauerstoffangebot im Gewebe steigert. Durch Rekrutierung von zuvor
verschlossenen Kapillaren wirde ein gesteigerter Kapillarfluss und gesteigerte Sauerstoffex-
traktion etabliert [215].

Nach einem Konzept des Reperfusion Injury wird nur ein kleiner Teil der Myokardzellen sofort
irreversibel geschadigt und ubrige Myokardzellen werden wahrend Ischamie vermittelt durch
Anoxie, biochemische und pathologische Veranderungen unterworfen, beschreiben aber ei-
nen potentiell funktionellen Status [165]. Mit einsetzender Reperfusion und Reetablierung von
Sauerstoffangebot bestehe das Potenzial Veranderungen, einhergehend mit Ischamie, aufzu-
heben und den funktionellen Zustand zu reetablieren [165]. Mit Anamie assoziierte Anpassun-
gen der Mikrozirkulation kénnten die Moglichkeit bieten, einen hdheren Anteil der potentiell
funktionellen Myokardzellen zurlck in Funktion zu fihren und so myokardiale Beeintrachtigung
im Rahmen von Ischamie/Reperfusionsereignissen zu begrenzen. Als moéglicher vermittelnder
Mechanismen kénnte ein gesteigerter Kollateralfluss mit einhergehender gesteigerter Sauer-

stoffversorgung an das beeintrachtige Myokard formuliert werden [159].

In Beschreibung von Interaktionen des Myokards mit Hypoperfusion bzw. Ischamie
konnten zwei Phadnomene beschrieben werden, welche kardiale Funktionen modulieren. Mog-
liche Einflisse des ,Hibernating®, als Beschreibung eines Winterschlafmyokards und das
»Stunnig®, als eine transiente postischamische Dysfunktion, sollten in die Diskussion um mog-

liche veranderte kardiale Funktionen in ,andmischen Mdusen® miteinbezogen werden.

Die Darstellungen des Phanomens ,Hibernating, welches als mdglicher Modulator reduzie-
render Funktionen in ,andmischen Mausen“wahrend Ischamie bereits diskutiert wurde, kdnnte
durch vermittelte Schonung des Myokards kardioprotektiv wirken und kardiale Funktionsver-
mogen erhalten. In experimentellen Studien konnte dazu dargestellt werden, dass Hypoperfu-
sion mit assoziierter Minderversorgung im Sinne einer Ischamie Gewebe mit aktivem Metabo-
lismus schadet [216] und, dass reduzierte Beanspruchungen besonders zu Beginn einer Glo-
balischamie kardioprotektiv wirken [126]. Dies erlaubt die Auspragung von kardialer Schadi-
gung in Abhangigkeit von der Leistung des Herzens in Ischamie zu stellen. In Bezug auf die
durchgeflihrte ex vivo Laborstudie kdnnte den Hypothesen folgend formuliert werden, dass
L,andmische Mé&use* ausgehend von vergleichbaren kardialen Funktionen zu ,Kontrollen®, im
Rahmen der Ischamie eine signifikant starke Limitierung der kardialen Funktion erfuhren, wel-
che nach einer Assoziation von Leistung und myokardialem Schaden einen besseren Erhal-
tungszustand in Reperfusion bedingen und kleinere Infarktausbildung in Anamie begulnstigen

kénnten. Diesem konnte in Auswertung der Reperfusion und der ausgebildeten Infarktarealen

90



in ,andmischen Méausen* entsprochen werden und assoziiert Andmie mit einer moglichen In-
teraktion reduzierter Funktionen in Ischamie mit gesteigertem Erhaltungszustand in Reperfu-

sion konkordant zum Phanomen des ,Hibernating“.

Uber ,Hibernating“ hinaus konnte als weiteres Phanomen das , Stunning“beschrieben werden,
welches postischamische kontraktile Dysfunktionen nach Ischamie auffasst [217, 218]. Dies
definiert einen transienten Zustand signifikanter aber vollstandig reversibler Beeintrachtigung
der kardialen Funktion in Reperfusion [165], welcher nicht mit Zelluntergang assoziiert sei
[126]. In Interpretation ist das Ausmal} postischamischer Limitationen somit nicht direkt mit
moglichen kardialen Schaden und Infarktauspréagungen gleichzusetzen, sondern erfordert dif-
ferenzierte Betrachtungen. In Darstellung méglicher Adaptionen unter Anamie kdnnte in Inter-
pretation signifikant besserer kardialer Funktionalitaten in ,andmischen Mdusen®wahrend Re-
perfusion eine geringere Beeinflussung von postischamischen Dysfunktionen durch ,Stunning”
angenommen werden. Das Ph&nomen des ,stunnend Myocard® kann mit verschiedenen In-
teraktionen assoziiert werden wie Energiemetabolismus, Mikrozirkulation, ROS, Immunaktivi-
taten, strukturellen Schaden oder Ca®* Abweichungen [168, 219-222] und bietet potentielle
Wechselwirkungen mit manifesten Anamien. Dabei konnte gezeigt werden, dass besonders
eine pharmakologische Reduktion von ROS das myokardiale ,Stunning“abschwacht und eine
beschleunigte Erholung kontraktiler Funktionalitdten bedingt [223]. Dies kdnnte in Rahmen ho-
herer antioxidativer Kompetenz von ,andmischen Méausen*fir eine starkere Recovery der kar-
dialen Funktion in Reperfusion durch geringeres ,Stunning® sprechen. Experimentelle Studien
konnten dabei einer myokardialen Ischamie von 5 - 15 Minuten und folgender Reperfusion,
eine anhaltende Depression der kardialen Funktionalitat Gber mehrere Tage nachweisen [224,
225]. Dies limitiert die Aussagekraft der erhobenen Beobachtungen in Bezug auf das Phano-
men ,Stunning*, da unter dieser Pramisse bei etablierter Beobachtungszeit von 60 Minuten
der Reperfusion erhobenen Effekte nicht als persistent oder transient charakterisieren werden

kdénnen.

Im Rahmen experimenteller Studien konnten Phasen von vorangegangen kurzzeitiger
Ischamie, im Sinne einer Prakonditionierung, als protektiv in Bezug auf myokardiale Schaden
in anschlie®Render anhaltender Lokalischamie dargestellt werden [226]. Vermittelt werden pro-
tektive Mechanismen der Prakonditionierung durch Triggersubstanzen, vorrangig in Interak-
tion mit Kalium-Kanalen, welche in vorgeschalteten Ischamien stimuliert werden und sich kar-

dioprotektiv in akuter Ischamie ausuben [168, 227].

In Ubertragung auf das etablierte Andmie-Modell ist Diskussionen voranzustellen, dass Ané-
mien nicht mit einer Prakonditionierung im klassischen Sinne als Modell repetitiver ischami-
scher Zustande zu assoziieren sind. Auch wenn Ergebnisse aus Adenosin Applikation sugge-
rieren, dass hinreichende Sauerstoffversorgung auch unter etablierter akuter Anamie Bestand

91



hatte, so konnten experimentelle Studien dennoch Hinweise wie erhohte Laktatkonzentratio-
nen auf veranderte Sauerstoffverfligbarkeiten in Anamie aufzeigen [133]. Dies impliziert die

Notwendigkeit der anaeroben Glykolyse bedingt durch unzureichende Sauerstoffversorgung.

Einhergehende Adaptionen des chronisch anaeroben Stoffwechsels kénnten Mechanismen
vermitteln, welche, in forcierten anaeroben Zustanden wie einer Lokalischamie, eine erhéhte
Resistenz gegenuber irreversiblem Schaden oder dessen Verzdgerung erlauben. Als mdogli-
cher Mediator ware eine Induktion von kardioprotektiven Mechanismen im Sinne einer Prakon-
ditionierung plausibel, da ,andmische Méuse“ bereits Anpassungen an submaximale Sauer-
stoffverfigbarkeiten getroffen hatte. Dies wird bestarkt, indem in ,andmischen Méusen*“gleich-
gerichtet wie in experimentellen Studien zur Prakonditionierung kleiner Infarktareale mit limi-

tierten Sauerstoffverhaltnissen zu assoziieren seien [226].

Als ein mdglicher Mediator unzureichender Sauerstoffverfigbarkeiten und Kardioprotektion
sind Interaktionen mit der EPO-System zu formulieren, welches in Anamie eine besondere
Relevanz zeigt. Aufbauend auf bereits ausgefihrte mogliche Effekte von EPO auf Ischa-
mie/Reperfusionsschaden konnten Studien zeigen, dass Kardioprotektion vermittelt durch in-
termittierende Hypoxie in direkte Abhangigkeit von HIF-1a Gen Verfligbarkeiten steht [228]. In
Darstellung der ginstigen Effekte von Prakonditionierung konnte aufgezeigt werden, dass
EPO-Knockout Mause, welche sich durch absoluten EPO Mangel auszeichneten, nachteiligen
Effekten ausgesetzt werden, welche jedoch durch EPO Applikation abgewendet werden kon-
nen [229]. Dies erlaubt Hinweise auf Assoziationen von Prakonditionierung mit EPO, welches
in Anamie als erhéht angenommen werden kénnten. Dazu konnte definiert werden, dass eine
raschere postischamische Erholung der kontraktilen Funktion durch Prakonditionierung aus
einer Reduktion der InfarktgroRe resultiert und nicht aus einer Abschwachung von ,, Stunning*
[230]. Dies entspricht Ergebnissen aus durchgeflihrten ex vivo Laborstudien und legt einen
gleichgerichteten Mechanismus wie bei der myokardialen Prakonditionierung nahe, auch

wenn diese im klassischen Sinne im dargestellten Modell nicht zu verifizieren ist.

Die in ex vivo Studien beschriebenen Ergebnisse, welche Anamie mit gesteigerten
Funktionalitaten in Reperfusion und geringere Infarktauspragung assoziieren, kénnten als Ef-
fekt verschiedenartiger Mechanismen interpretiert werden, welche Prinzipien des Ischa-
mie/Reperfusionsschadens, Verfugbarkeiten von EPO, Phanomene des ,Hibernatings® und
des ,Stunnings” sowie Prakonditionierung umfassen. Limitierungen der durchgefiihrten Studie
erlauben dabei im Rahmen der Diskussion nur Assoziationen darzustellen und Pathomecha-

nismen weder zu be- noch zu widerlegen.
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4.4 Charakterisierung des Redoxstatus

Als moglicher Mechanismus veranderter Pathophysiologie eines Ischamie/Reperfusi-
onsereignisses konnte in Studien die Verflgbarkeiten antioxidativer Reserven benannt werden
[77]. Diese Assoziation sollte im Rahmen der durchgeflihrten Laborstudien als méglicher ver-
mittelnder Mediator fiir die erhobenen ex vivo Ergebnisse untersucht werden. Zur Erfassung
des Redoxstatus in ,,Kontrollen“ und unter andmischen Bedingungen wurde reprasentativ das
Glutathionsystem untersucht. Besonders in Interaktion mit Erythrozyten kann Glutathion eine
hohe Relevanz zugeschrieben werden, in welcher es durch hohe Sauerstoffspannung gebil-
deten Reactive Oxygen Species (ROS) entkraften soll [231]. Diese Relevanz forciert Alterati-
onen unter Anamieinduktion durch Etablierung eines funktionellen Erythrozytendefizits. In Dar-
stellung chronisch bestehender Sichelzellanamien in Kindern konnte dargestellt werden, dass
antioxidative Kapazitaten des Plasmas ausgedrickt durch Spiegel der Superoxid-Dismutase,
Katalasen, Glutathionen und Glutathion-Peroxidase verandert waren, woraus Interaktionen

zwischen Anamien und dem Redoxsystem formuliert werden kénnten [232].

Allen Interpretationen und Diskussionen voranzustellen ist die Achtung durchgefihrter
Normierungen der Messwerte auf Proteingehalt und die Achtung notwendiger Verdiinnungen

der Proben, um dem Messbereich des verwendeten Assays zu entsprechen.

In gesonderter Auswertung der Proteinfraktion der jeweiligen Entitat bzw. der jeweiligen Pro-
ben konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchstiergruppen aufgezeigt
werden. Dennoch wurden erhobene Glutathionniveaus durch ihre zugehérige Proteinfraktion

normiert, um Stérfaktoren vorzubeugen.

In Aufbereitung der Proben waren spezifische Verdinnungen zu achten, welche im Rahmen
der Darstellung der Messergebnisse miteinbezogen werden mussten. Diese Verdinnungen
erlaubten eine Bestimmung von Messwerten innerhalb der durch den jeweiligen Assay defi-
nierten Messbereich. Einhergehend mit notwendigen Adaptionen war es nicht mdglich Stoff-
mengen zu benennen, sodass Messergebnisse als dimensionslose Werte ausgefasst werden
mussen. Dies erlaubt nur Vergleiche von Messproben einer Entitat und limitiert Vergleiche zu
anderen Entitaten. DarUber hinaus durfen Messwerte nicht in ihrer absoluten Quantitat inter-

pretiert werden.

In Auswertung der erhobenen Messparameter vor Ischamie/Reperfusionereignis
konnte aufgezeigt werden, dass Anamieinduktion in Versuchsmausen mit erhdhten Verflugbar-
keiten antioxidativer Reserven bei einem mdglichen gesteigerten protektiven Anteil des redu-
zierten GSH am totalem GSH zu assoziieren war. In Darstellung basaler Funktionalitaten
konnte in Bezug auf die Entitat ,Herz" ,andmischen Méausen” eine héhere antioxidative Re-

serve zugeschrieben werden, ausgedrickt durch ein glinstigeren Ratios aus reduziertem und
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oxidiertem Glutathion. Gleichgerichtet lieR sich auch in der Entitat ,Erythrozyten® erhdhte Re-
serve des Glutathionsystems pro Menge Protein beschreiben. Kontrar zu diesen Ergebnissen
deuten Auswertung der Entitat ,Plasma”“ auf eine signifikante Reduktion von freiem GSH in
L~andmischen Mausen® hin. In Interpretation dieser erhobener Messparameter ist deren Gite
aufgrund der Bestimmung von negativen Messergebnissen anzuzweifeln, was als Hinweis auf
eine unzureichende Anpassung auf den notwendigen Messbereich interpretiert werden
konnte. Trotz dieser Einschrankung implizieren die erhobenen Messwerte stark supprimierte
Verfugbarkeiten des freien GSH in ,andmischen Mé&usen®. Unter Achtung dieser Limitation
erlaubt die Interpretation der Ergebnisse von ,Herz*“ und ,Erythrozyten Anamie mit einer ge-

steigerten antioxidativen Aktivitat bzw. Reserve im Glutathionsystem zu assoziieren.

Im Besonderen sind dabei Diskussionen Uber Funktionen des Glutathions in der Entitat
~Herz" beachtenswert, welche sich in ex vivo Betrachtung in der Langendorff-Apparatur als
isolierte Entitat darstellte. In Studien und Experimenten konnte aufgezeigt werden, dass Ischa-
mie/Reperfusionsschaden voranging durch gesteigerte Produktion von ROS in Reaktion auf
ein reetabliertes Angebot von Sauerstoff an ischamisches Gewebe vermittelt werden [153,
165, 233]. Bezogen auf mdgliche Adaptionen unter Anamieinduktion legen erhobene Ergeb-
nisse in ,andmischen Mausen* eine Steigerung der antioxidativen Verteidigung nahe, mit dem
modglichen Potential, myokardiale Schaden vermittelt durch oxidativen Stress zu minimieren.
In der Pathophysiologie des Ischamie/Reperfusionsschadens stehen einer gesteigerten Ge-
nerierung von ROS erniedrigte Konzentrationen antioxidativ wirksamer Mechanismen in ge-
schadigtem Gewebe gegenlber, welche nachteilige Effekte bestarken. Diese Stoffwechsel-
lage beglinstigt Wirken des oxidativen Stress, welcher endotheliale Dysfunktionen, DNA Scha-
den und ein lokale Immunantwort férdert und in Zelltod resultiert [153]. Der protektive Effekt
durch mutmalliche erhéhte antioxidative Verteidigung in ,andmischen Mausen*kdnnte durch
beschriebene signifikant bessere Erhaltungszustande in Reperfusion ex vivo und signifikant
kleineren Infarkten von ,andmischen Méausen* belegt werden. Dies lasst sich gleichgerichtet
interpretieren wie Studienergebnisse, welche formulierten dass experimentelle Reduktion des

reduzierten GSH oxidativen Stress verscharften [234].

Gleichgerichtet konnte in Studien beschrieben werden, dass Uberexpression von Glutathion-
Peroxidase, welche in hohen Konzentrationen im Herz nachgewiesen werden konnte [235],
linksventrikulares Remodelling und kardiale Beeintrachtigung nach Myokardinfarkt vorbeugt
[236—238]. Die protektive Rolle der Glutathion-Peroxidasen, als Teil des Glutathionsystems
mit forcierter antioxidativer Wirkung, konnte dabei als essentieller Mechanismus zum Erhalt
kardialer Funktionen charakterisiert werden [236, 237, 239]. Erh6hte Glutathion-Reserven bei

héheren Konzentrationen reduziertem GSH erlauben gleichgerichtete steigernde Funktionen
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der Glutathion-Peroxidase zu formulieren und dieser im Rahmen der Anamie einen gesteiger-
ten Effekt zuzuschreiben. Dies wirde das etablierte Anamie-Modell mit einer Glutathion-Per-
oxidase Uberfunktion assoziieren und die Einflussnahme glinstiger Effekte erlauben. Gluta-
thion-Peroxidase konnte im Zytosol und in Mitochondrien von Eukaryoten beschrieben werden
[236]. Dazu sind Trainingseffekte unter Anamie zu diskutieren, welche bei gesteigerter Aktivitat
des aeroben Stoffwechsels mit einer Zunahme der Zahl und GroRe von Mitochondrien be-
schrieben werden kdnnte [154, 155]. Eine Steigerung der Aktivitadt der Mitochondrien kdnnte

mit einer Funktionssteigerung der Glutathion-Peroxidase verknupft werden.

Uber veranderte Funktion des antioxidativen Systems kénnte auch hypothesiert werden, dass
Anamieinduktion mit verhaltnismaRiger Reduktion von ROS Produktion zu assoziieren sei.
Dazu konnte in Studien beschrieben werden, dass alternierend niedrige und hohe Sauer-
stoffspannungen an kardialen Myozyten die Wahrscheinlichkeit von durch Oxidantien vermit-
telte Schaden erhdéht [240]. Durch die potentiell in ,andmischen Mdusen* geringer ausfallende
Sprunge in Sauerstoffversorgungslagen kénnte eine geringere oxidative Belastung entstehen,
welche sich in reduziertem oxidativem Stress darstelle. Eine gunstigere Darstellung des Re-
doxstatus in ,andmischen Madusen“ konnte demnach auch als Ergebnis einer Stabilitat des
Sauerstoffangebotes an kardiale Myozyten, welche in Studien mit oxidativen Schaden assozi-

iert werden konnte, interpretiert werden.

Zur Komplementierung der Darstellung des Glutathionsystems in ,,andmischen Mé&u-
sen“und ,Kontrollen“ wurden die Entitaten ,Herz*, ,Erythrozyten® und ,Plasma*“ zusatzlich 24
Stunden nach in vivo Lokalischamie analysiert. Dabei konnte beschrieben werden, dass mit
einem Ischamie/Reperfusionsereignis keine signifikante Veranderungen der Glutathion-Ver-
fugbarkeiten in ,,andmischen Mausen” und ,Kontrollen” einhergingen. Mdgliche Interpretatio-
nen der oxidativen Belastung im Rahmen eines Ischamie/Reperfusionsereignisses erlauben
auf ,andmische Méuse“ und ,Kontrollen* in vivo vergleichbare Effekte anzunehmen. In Inter-
pretation und unter Assoziation von oxidativem Stress und Ischamie/Reperfusionsschaden
wurde diese vergleichbare Belastung der antioxidativen Kompetenz im Falle einer isoliert be-

trachteten Kausalitat gegen ein nachteiliges Outcome anamischer Patienten argumentieren.

Zusammenfassend erlaubt die Darstellungen des Glutathionsystems in Anamie diese
mit erhdhten antioxidativen Reserven zu assoziieren, welchen das Potential zugeschrieben
werden konnte, Schaden im Rahmen des Ischamie/Reperfusionsereignisses zu minimieren.

Dies kann durch Ergebnisse aus dem ex vivo Modell nach Langendorff bekraftigt werden.
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen von in vivo und ex vivo Studien konnten pathophysiologisch gepragte
Adaptionen einer akuten Andmie an Versuchstierherzen aufgezeigt werden, welche erlauben
veranderte kardiale Funktion und Integritdt anzunehmen. Dabei scheint die aus klinischen Be-
obachtungen abgeleitete Arbeitshypothese, eine isoliert bestehende Anamie fihre zu einer
Verschlechterung der kardialen Funktion nach Myokardinfarkt vermittelt durch oxidativen
Stress, durch die durchgefiihrten Versuche nicht bestandig zu sein. Im Gegenteil muss in der
Gesamtschau aller erhobenen Ergebnisse eine Alternativhypothese, welche eine isoliert be-
stehende Anamie mit protektiven Effekten in Bezug auf einen Myokardinfarkt assoziiert, ange-

nommen werden.

Akute Anamien konnten mit einer Hyperdynamisierung des Herzkreislaufsystems, verander-
tem Ansprechverhalten auf kardiovaskularwirksame Substanzen, starkerer Limitierung in ex
vivo Lokalischamie bei besserer Erholung in Reperfusion, Ausbildung kleinerer Myokardin-
farkte und héheren antioxidativen Kompetenzen assoziiert werden. In diesen Anpassungen
konnten Hinweise auf vermittelnde Mechanismen formuliert werden, welche folgend zu einem

erweiterten Verstandnis der Interaktion von Anamie und Myokardinfarkt beitragen werden.

Dabei scheint eine Translation in klinische Umstande stark limitiert. Im Rahmen der
tierexperimentellen ex vivo Studien konnten Adaptionen in zuvor Anamie unterworfenen Ver-
suchstierherzen abgebildet werden, welche als isolierte Entitat Versuchsprotokollen unterwor-
fen wurden. Dies begrenzt Vergleiche zu in vivo erhobenen Ergebnissen, welche Versuchs-

tiere bzw. Patientenkollektive unter andmischen Bedingungen untersucht haben.

Eine akute Anamie konnte mit notwendigen Hyperdynamisierungen des Herzkreis-
laufsystems assoziiert werden, durch welche pathophysiologisch bedingte Limitierungen des
Hb-Wertes basal als hinreichend kompensiert angenommen werden konnten. Einhergehend
mit gesteigerter Belastung und forcierten Leistungsforderungen sind abhangige Adaptionen
aufzufassen, welche die Physiologie des Versuchstieres nachhaltig modifizierten. Diese zeich-
neten sich durch eine héhere Leistungsbefahigung aus, unterwarfen das anamische Herz
scheinbar aber auch héheren Vulnerabilitaten. Unter durch Anamie gebildeten pathophysiolo-
gischen Leistungsforderungen eintretende Lokalischdmien scheinen dabei eine gesteigerte
Beeintrachtigung zu erzeugen. Die in klinischen Studien formulierte Assoziation von Anamie
und nachteiligem Outcome nach akutem Myokardinfarkt konnte in den durchgefiihrten ex vivo
Studien nicht bekraftigt werden. Hypothetisch ist eine in vivo fortbestehende Leistungsforde-
rungen und davon ausgehende Mehrbelastung des Herzens unter Ischamie als relevante

Causa zu interpretieren. Dies konnte wahrend Ischamie das Versagen von Kompensations-
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faktoren induzieren und systemische Hypoxie verschulden. Entstehende Limitierung des Leis-
tungspotential durch einen Ischamie/Reperfusionsschaden kénnten hinreichende Kompensa-
tion zukinftig begrenzen. MutmafRlich kdnnte interpretiert werden, dass nicht Effekte der iso-
liert bestehenden Anamie wahrend des Infarktgeschehens nachteiliges Outcome vermitteln,
sondern viel mehr in Folge einer konsekutiven Leistungslimitierung nach Infarkt dieses be-

gunstigt wird.

In Interpretation der Ergebnisse im klinischen Kontext ware eine Bemuhung kardiale
Belastung durch Korrektur von signifikanten und manifesten Hb-Konzentration zu reduzieren
auch noch nach angelaufener Pathologie des Infarktes empfehlenswert. Mit Reduktion der
Mehrbelastung durch anamische Zustande und konsekutiver Normalisierung des kardialen

Wirkungsgrades kdnnte nachteiligem Outcome entgegengewirkt werden.
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