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Zusammenfassung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen, insbesondere die ischdmische Herzerkrankung, zéhlen zu den
haufigsten Todesursachen weltweit. Die Reperfusion nach einem ischdmischen Ereignis kann
im entsprechenden Organ neben einer Besserung des Gewebezustandes auch zu zusétzlichen
Zellschiden fiihren. Dabei konnen durch die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies, die
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, Erhéhung der Endothelpermeabilitidt und
Odembildung intrazelluldre Schiden verursacht werden. Eine Protektion des Herzens vor
einem Ischdmie-Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) kann durch eine pharmakologische
Postkonditionierung erzielt werden. Im Rahmen einer vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe
wurde festgestellt, dass eine Behandlung mit dem o2-Adrenorezeptor-Agonisten
Dexmedetomidin (Dex) als Postkonditionierung die Herzen vor einem I/R-Schaden schiitzt,
wobei die Protektion unabhéingig von dem Zeitpunkt und der Dauer der Dex-Gabe wéhrend der
Reperfusionsphase ist. Der mitochondriale ATP-aktivierende (mKatp) und der Calcium-
aktivierende Kaliumkanal (mKca) spielen eine wichtige Rolle bei der Vermittlung des
kardioprotektiven Effekts von verschiedenen Pharmaka, indem sie die mitochondriale
Permeabilitétstransitionspore (mPTP) hemmen. Fiir die Dex-induzierte Prikonditionierung
konnte gezeigt werden, dass die kardioprotektive Wirkung durch einen mKca-Kanalblocker
aufgehoben wird, was auf eine Beteiligung dieser Kanéle hinweist. Folglich untersucht diese
Arbeit, ob eine Kardioprotektion durch Behandlung mit Dex zu unterschiedlichen Phasen der
Reperfusion durch mKatp und/oder mKca vermittelt wird.

Diese tierexperimentelle Studie wurde an isolierten Herzen von 2 Monate alten Wistar-Ratten
durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung der Organentnahme lag eine Erlaubnis (Aktenzeichen:
027/12) der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universititsklinikums Diisseldorf vor. Die Rattenherzen
wurden mit modifiziertem Krebs-Henseleit-Pufferlosung bei einem konstanten Druck von 80
mmHg retrograd iiber die Aorta perfundiert, nachdem an sie an einer Langendorff-Anlage
angeschlossen wurden. Die isolierten Herzen durchliefen eine globale Ischdmiephase von 33
Minuten, gefolgt von einer Reperfusionsphase von 60 Minuten. Eine 10-miniitige
Behandlungsphase, als Postkonditionierung, wurde direkt (friih) oder 30 Minuten (spét) nach
Beginn der Reperfusion begonnen. Die Versuchstiere wurden in neun Gruppen randomisiert (je
Gruppe n = 10). Die Kontrollherzen (Con) erhielten zu den beiden Phasen nur Krebs-Henseleit-
Pufferlosung. In der friihen Behandlungsphase wurden die Herzen alleine mit 3 nM Dex, 100
uM mKarp-Kanalblocker (5-Hydroxydecanoat (SHD)), 1 uM mKca-Kanalblocker (Paxillin
(Pax)) oder mit entsprechenden Kombinationen (SHD + Dex, Pax + Dex) behandelt. Die
Versuchsgruppen der spiaten Behandlungsphase erhielten Dex alleine (Dex30') oder in
Kombination mit den entsprechenden Blockern (SHD + Dex30', Pax + Dex30"). Im Anschluss
wurden die Herzen mit 0,75% Triphenyltetrazoliumchlorid-Losung gefarbt und die
Infarktgrofle mittels planimetrischer Messung bestimmt. Die hdmodynamischen Parameter
wurden wihrend der Versuche aufgezeichnet. Die statistische Auswertung erfolgte iiber ein-
und zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und einen Tukey-Post-hoc-Test (p <0,05). Die
Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Wihrend der frithen Behandlungsphase wurde die Dex-induzierte kardioprotektive Wirkung,
gezeigt als InfarktgroBenreduktion (Con: 57 &+ 9%, Dex: 31% + 7%; p <0,0001 vs. Con), durch
SHD (5HD + Dex: 52 + 6%; p <0,0001 vs. Dex) und Pax (Pax + Dex: 53 £+ 4%; p <0,0001 vs.
Dex) vollstindig aufgehoben. Die alleinige Gabe der beiden Blocker hatte dagegen keinen
Einfluss auf die InfarktgroBe (SHD: 54 + 8%, Pax: 53 £ 11%). Wiahrend der spéten
Behandlungsphase wurde die InfarktgroBenreduktion von Dex (Dex30'": 33 + 10%, p <0,0001
vs. Con) durch Pax (Pax + Dex30": 58 = 7%, p <0,0001 vs. Dex30") vollstindig aufgehoben.



Die Dex-vermittelte Kardioprotektion wurde durch Gabe von SHD in der spédten Reperfusion
nicht blockiert (SHD + Dex30": 36 + 7%).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass wéhrend der friilhen Phase der Reperfusion eine
Kardioprotektion durch Dex-Gabe iiber mKarp und mKca vermittelt wird. Im Gegensatz dazu
scheint in der spédten Phase der Reperfusion die kardioprotektive Wirkung iiber den mKca, nicht
jedoch iiber den mKatp induziert zu werden.
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Abstract

Cardiovascular diseases, especially ischemic heart disease, are among the leading causes of
death worldwide. Restored reperfusion after an ischemic event can lead to additional cell
damage in the corresponding organ in addition to improvement of tissue condition. Intracellular
damage may be caused by the release of reactive oxygen species, activation of neutrophil
granulocytes, increase in endothelial permeability, and edema formation. Protection of the heart
from Ischemia-Reperfusion (I/R)-Injury can be achieved by pharmacological postconditioning.
A previous study by our group found that treatment with the o2-adrenoreceptor agonist
dexmedetomidine (Dex) as postconditioning protected hearts from I/R-Injury. Interestingly
cardioprotection was independent of the timing and duration of Dex administration during the
reperfusion phase. The mitochondrial ATP-activating (mKarp) and calcium-activating
potassium (mKca) channels play important roles in mediating the cardioprotective effect of
various drugs by inhibiting the mitochondrial permeability transition pore (mPTP). To date,
only preconditioning studies with Dex have demonstrated that the cardioprotective effect was
abrogated by an mKca channel blocker, suggesting the involvement of these channels.
Consequently, this work investigates whether cardioprotection by treatment with Dex is
mediated by mKatp and/or mKca at different stages of reperfusion.

This experimental animal study was performed on isolated hearts from 2-month-old Wistar rats.
Permission (file number: O27/12) for organ harvesting was given by the Central Facility for
Animal Research and Scientific Animal Welfare (ZETT), University Hospital Diisseldorf. The
isolated hearts were connected to a Langendorff device and perfused retrogradely via the aorta
with modified Krebs-Henseleit buffer at a constant pressure of 80 mmHg. All hearts underwent
a 33-minute global ischemia followed by a 60-minute reperfusion phase. A 10-minute treatment
phase, as postconditioning, was started immediately (early) or 30 minutes (late) after the onset
of reperfusion. The experimental animals were randomized into nine groups (n = 10 per group).
Control hearts (Con) received only Krebs-Henseleit buffer during the two phases. In the early
treatment phase, hearts were treated with 3 nM Dex alone, 100 uM mKartp channel blocker (5-
hydroxydecanoate (SHD)), 1 uM mKca channel blocker (paxillin (Pax)), or appropriate
combinations (SHD + Dex, Pax + Dex). Hearts in the late treatment phase groups received Dex
alone (Dex30') or in combination with the corresponding blockers (SHD + Dex30', Pax +
Dex30"). Hearts were then stained with 0.75% triphenyltetrazolium chloride solution and the
infarct size was measured planimetrically. Throughout the experiment, hemodynamic
parameters were noted. Statistical analysis was performed by one- and two-way analysis of
variance (ANOVA) and the Tukey’s post-hoc test (p <0.05). Data are expressed as mean +
standard deviation. During the early treatment-phase, Dex-induced cardioprotection, measured
by infarct size reduction (Con: 57 £ 9%, Dex: 31% % 7%; p <0.0001 vs. Con) was completely
abolished by SHD (5HD + Dex: 52 + 6%; p <0.0001 vs. Dex) and Pax (Pax + Dex: 53 +4%; p
<0.0001 vs. Dex), whereas neither blocker alone had any effect on infarct size (SHD: 54 + 8%,
Pax: 53 + 11%). During the late treatment phase, the infarct size reduction of Dex (Dex30": 33
+ 10%, p <0.0001 vs Con) was fully blocked by Pax (Pax + Dex30": 58 £+ 7%, p <0.0001 vs
Dex30"), whereas SHD treatment had no effect on Dex-induced cardioprotection (SHD + Dex30
36 +7%).

The results suggest that during the early phase of reperfusion, cardioprotection is mediated by
Dex administration through mKatp and mKca. In contrast, during the late phase of reperfusion,
the cardioprotective effect appears to be induced via mKca but not by mKare.
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1 Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

Die Herz-Kreislauf-Erkrankungen zéhlen weltweit zu den héufigsten Todesursachen, dabei
fiihren die ischdmischen Herzerkrankungen die Statistiken weiter an [1]. Der Terminus
,koronare Herzerkrankung® (KHK) bezeichnet einen pathologischen Prozess, der durch eine
Ansammlung von atherosklerotischen Plaques in den epikardialen Arterien gekennzeichnet ist
[2]. Mit den neuen Leitlinien der Européischen Gesellschaft fiir Kardiologie (ESC) von 2019
wurde der Begriff KHK zugunsten des ,,chronischen Koronarsyndroms* (CCS) modifiziert und
steht damit als Gegenstiick zum ,,akuten Koronarsyndrom* (ACS) [3]. Die haufigste Folge
eines CCS ist eine Stenose der Koronargefille, die zu einem Ungleichgewicht zwischen
Sauerstoffbedarf und -versorgung des Myokards fiihrt [4]. Die zumeist chronische Erkrankung
kann durch eine Plaque-Ruptur oder Erosion zu einem akuten atherothrombotischen Ereignis
fiihren [2], welches bei einem endgiiltigen Verschluss des Herzkranzgefdles in einer
ischdmischen Myokardnekrose bzw. in einem ischdmischen Myokardinfarkt (MI) resultiert [5].
Eine Vielzahl von kardiovaskuldren Risikofaktoren, die zu einer vorzeitigen Arteriosklerose
fiihren, sind bekannt; dazu zéhlen u.a. cholesterinreiche Erndhrung, arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus und Nikotinabusus [4]. Im Zusammenspiel mit akuten Faktoren, wie
plotzliche Anstrengung oder Stress-Situationen, kdnnen sie einen akuten Myokardinfarkt
auslosen [5]. Der Prozess der arteriosklerotischen Verdnderungen kann u.a. durch Anpassung
des Lebensstils oder pharmakologische Therapien aufgehalten werden. Invasive Eingriffe
konnen wiederum eine mdgliche Stabilisierung oder Regression der Erkrankung erzielen [2].
Dem Statistischen Bundesamt zufolge lag im Jahre 2021 in Deutschland die Mortalitdt des CCS
bei 21,9 % und die Zahl der verstorbenen Patienten bei tiber 74.000. Die zweithdufigste
Todesursache war der akute Myokardinfarkt mit 13,3-prozentiger Mortalitdt [6].

In der Therapie des akuten und des chronischen Koronarsyndroms hat sich die perkutane
Koronarintervention (PCI) mit Stent-Implantation als Goldstandard etabliert und wird
dementsprechend in den européischen Leitlinien empfohlen [5]. Die PCI, auch bekannt als
Koronarangioplastie, erfolgt iiber einen perkutanen, transluminalen Zugang eines arteriellen
GefdBBes (i.d.R. die Arteria femoralis oder die Arteria radialis) mit dem Ziel der Reperfusion
der Koronargefd3e und Verhinderung einer Myokardnekrose [7]. Trotz PCI oder Thrombolyse
konnten jedoch Mortalitdt und Morbiditit noch nicht ausreichend gesenkt werden. Eine

Ursache hierfiir scheint der sogenannte Ischdmie-Reperfusionsschaden zu sein, welcher



beschreibt, dass die therapeutische Reperfusion selbst einen groen Anteil zu der resultierenden
InfarktgroBe beitragt. Deshalb bedarf es einer alternativen Methode, die das Herz vor einem

solchen Reperfusionsschaden schiitzt [8].

1.2 Kardioprotektion

1.2.1 Ischimie-Reperfusionsschaden

Eine Ischdmie ist als eine Mangeldurchblutung oder eine vollstindig aufgehobene
Durchblutung eines Gewebes definiert [9]. Dabei ist die Atiologie der Ischiimie vielfiltig, u.a.
fithrt dazu eine GefdBstenose, arterielle Embolie oder periphere arterielle Verschlusskrankheit.
Diese Prozesse konnen potentiell zu einer unzureichenden Sauerstoffversorgung, zu einer
Verdnderung im Zellstoffwechsel und letztlich zur Gewebsnekrose fiihren. Eine
wiederhergestellte Durchblutung (Reperfusion) im entsprechenden Organ kann neben einer
Besserung des Gewebezustandes jedoch auch zu zusétzlichen Zellschdden fiihren [10]. Das
Ausmalf der Zellfunktionsstérung bis hin zum Zelltod hingt dabei von der Grof3e und der Dauer
der Ischdmie und der Reperfusion ab [9]. Alle toxischen Ereignisse, die eine Zelle wihrend
einer Ischdmie und einer anschlieBenden Reperfusion erfihrt, werden unter dem Begriff
,Ischdmie-Reperfusionsschaden* (I/R-Schaden) zusammengefasst [11]. Im Rahmen einer
Ischdmie wird der Stoffwechsel der Zellen aufgrund des vorliegenden Sauerstoffmangels von
aerob auf anaerob umgestellt, was wiederum vielféltige Folgen auf zelluldrer Ebene beinhaltet
(Abb.1a): Durch die Unterbrechung der sauerstoffabhéingigen oxidativen Phosphorylierung der
Atmungskette sinkt der zelluldre Adenosintriphosphat (ATP) -Gehalt, was zum Ausfall der
ATP-abhédngigen Transportmechanismen fiithrt (z. B. Na"/K*-ATPase) [12]. Die fehlende
Perfusion und das durch die anaerobe Glykolyse entstechende Laktat [13] fiihren zur
Akkumulation von sauren Metaboliten mit der Folge einer intrazelluldren Azidose. Die Zelle
kompensiert diese Azidose liber eine Pufferung mittels Na*/H"-Austauschers, was in einem
Anstieg des intrazelluldren Natriumgehalts resultiert [14]. Durch den erhdhten Natriumwert
wird wiederum der 3Na*/Ca?"-Austauscher entgegen seiner urspriinglichen Richtung aktiviert,
sodass Natrium aus der Zelle heraus in den Extrazelluldrraum und Calcium in die Zelle hinein
transportiert wird [15]. Die intrazellulire Azidose selbst filhrt zudem zur SchlieBung der
mitochondrialen Permeabilitits-Transitions-Pore (mPTP) [9, 15] und aktiviert die
intrazelluldren Proteasen (z. B. Calpaine), die eine Schidigung der Myofibrillen verursachen

und entsprechend Hyperkontraktur- und Kontrakturbandnekrosen hervorrufen [9]. Der Grad



der Gewebeverletzung ist abhingig von der Stirke der reduzierten Blutversorgung und der
Dauer der Ischdmieperiode [16].

Durch eine Reperfusion mit oxygeniertem Blut wird eine Kaskade von Ereignissen ausgeldst,
die die Gewebeverletzung potentiell verstirken konnen [9] (Abb. 1b): Mit der
wiederhergestellten Sauerstoffzufuhr wird die Xanthin-Oxidase aktiviert, wodurch neben
Hypoxanthin und Harnsdure auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) freigesetzt werden [17].
Unter ROS wird eine Vielzahl von Sauerstoffradikalen zusammengefasst, wie z. B. Hyperoxid,
Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale [18]. Diese konnen den Postischimie-Schaden
weiter erhohen, indem sie u.a. durch Lipidoxidation die Zellmembranen verletzen [19] und
intrazelluldre Schiaden verursachen, wie beispielsweise die Zerstorung des DNA [15]. Durch
ROS werden zudem neutrophile Granulozyten aktiviert [18, 20, 21], welche wiederum durch
ihre eigene NADPH-Oxidase zusétzlich ROS bilden. Im weiteren Verlauf kommt es durch den
hohen ROS-Spiegel zu weiteren Gewebeschdden [22], zu einer Erhdhung der
Endothelpermeabilitit [23, 24] und zu einer Odembildung [25, 26]. Die durch die Hypoxie
entstandene Dysfunktion des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) verursacht wihrend der
Reperfusion einen intrazelluldren Calcium-Anstieg und fiihrt zu einer zusétzlichen Schidigung
der Zellmembran, der Enzyme und der DNA [15]. Laktat, welches wéhrend der Hypoxie
angereichert wurde, wird {iber den Na‘/H'-Austauscher ausgewaschen. Dadurch wird der
physiologische pH-Wert wiederhergestellt und die hemmende Wirkung auf die mPTP-Offnung
und die Kontraktur der Kardiomyozyten aufgehoben. Die Wiederherstellung des
Membranpotentials der Mitochondrien fiihrt dort zu einem Einstrom von Calcium in die
Mitochondrien, welches eine Offnung der mPTP induziert [15]. Das Zusammenspiel all dieser
postischdmischen Reaktionen resultiert schlieBlich in eine Modulation der mPTP, welche eine
Haupteinflussgrofle fiir den I/R-Schaden darstellt. Die mPTP befindet sich an der inneren
Mitochondrienmembran und ist ein nicht-selektiver Kanal. Dieser depolarisiert beim Offnen
die innere Mitochondrienmembran und entkoppelt die oxidative Phosphorylierung der
Atmungskette. Dabei wird der Zufluss von geldsten Stoffen und Wasser eingeleitet, welches zu
einer Schwellung der mitochondrialen Matrix fiihrt. Dies hat zur Folge, dass die Mitochondrien
platzen und schlieBlich der Zelltod eintritt [27-29]. Aufgrund der o.g. Mediatoren und des
Stellenwerts der mPTP beim I/R-Schaden ist die Forschung an diesen Prozessen und and den

entsprechenden Einflussfaktoren fiir die Kardioprotektion von grof3er Bedeutung.
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Abb. 1: Schematische Darstellung a) des myokardialen Ischiimieschadens und b) des anschliefenden
Reperfusionsschadens. Modifiziert nach Hausenloy et al. 2013 [15] und Torregroza et al. [30].

Pathophysiologische Abldufe in Kardiomyozyten wihrend der Ischdmie und anschlieSender Reperfusion.

ATP = Adenosintriphosphat; Ca?>" = Calcium-Ionen; H" = Wasserstoff-Ionen; Na" = Natrium-Ionen; mPTP = mitochondriale
Permeabilitéits-Transitions-Pore; Oz = Sauerstoff; ROS = reaktive Sauerstoffspezies; SR = sarkoplasmatisches Retikulum



1.2.2 Ischimische Pri- und Postkonditionierung

Maroko et al. beschrieben in den 1970er Jahren die Reperfusion der Koronararterien erstmals
als wirksamster Eingriff zur Begrenzung der Infarktgroe nach einem akuten
Koronarverschluss [31-33]. Sie untersuchten dabei an Hunden, die Aktivitidt der myokardialen
Kreatinphosphatkinase und die GroBe des Myokardinfarkts nach einer Koronararterien-
Okklusion und anschlieBender Reperfusion. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich ab einer
dreistiindigen Koronararterien-Reperfusion das Enzym Kreatinphosphatkinase sowie das
histologische und funktionelle Myokardgewebe signifikant erholen konnte [31-33]. Im Jahr
1985 untersuchten Murry et al. das Phdnomen der Prikonditionierung mittels mehrerer kurzer
ischamischer Episoden, welches sich spdter unter dem Begriff der ischdmischen
Prikonditionierung (IPC) etabliert hat. Diese Methode zeigte eine Verringerung der
MyokardinfarktgroBe mittels kurzer Abfolgen von Ischdmie und Reperfusion vor der
infarktinduzierenden Ischdmie an Hundeversuchen [8]. Dabei wurden vier Zyklen mit jeweils
S-miniitigen abwechselnden Episoden von Koronarverschluss und Reperfusion durchgefiihrt,
gefolgt von einer 40-miniitigen (Abb. 2.1) bzw. 180-miniitigen Ischdmie und einer Reperfusion
iiber vier Tage. Dabei konnte eine deutliche InfarktgroBenreduzierung im Vergleich zur

Kontrollgruppe erzielt werden (Abb. 2.2) [8].

Pra-
konditionierung
Tt
% ﬁ Ischdmie Reperfusion
; Ischdmie Reperfusion

Abb. 2.1: Experimentelles Design der ischiimischen Prikonditionierung. Modifiziert nach Murry et al. 1986 [8].

In einer Versuchsreihe wurde bei den Versuchstieren der IPC-Gruppe eine Prakonditionierung mit vier Zyklen aus jeweils
einem S-miniitigen Koronarverschluss und einer 5-miniitigen Reperfusion durchgefiihrt, gefolgt von einem anhaltenden 40-
miniitigen Verschluss. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten eine einzige 40-miniitige Okklusion. Beide Gruppen erhielten
nach der 40-miniitigen Okklusion eine 4-tdgige Reperfusion.
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Abb. 2.2: Infarktgrofie und kollateraler Blutfluss in der 40-miniitigen Studie nach Murry et al. 1986 [8].

Links: InfarktgroBe als Prozentsatz der ischdmischen Myokardfléche in Kontrollherzen (gestreifter Balken) und in
prakonditionierten Herzen (gepunkteter Balken). Die Infarktgrofe bei den Kontrolltieren betrug im Durchschnitt 29,4 %. Die
InfarktgroBe in den prikonditionierten Herzen betrug im Durchschnitt nur 7,3 % (prakonditioniert vs. Kontrolle, p <0,001).
Rechts: Der transmurale mittlere kollaterale Blutfluss unterschied sich in den beiden Gruppen nicht signifikant. Die Balken
stellen Gruppenmittelwerte + Standardmessfehler dar.

Die kardioprotektive Wirkung eines [PC-Stimulus zeichnet sich durch ein zweiphasiges Muster
aus: Es gibt ein erstes Schutzfenster (First Window of Protection, FWOP) [34-36] unmittelbar
nach der Ischdmie, aber auch ein zweites Schutzfenster (Second Window of Protection, SWOP),
welches bis zu 96 Stunden nach dem I/R-Schaden anhilt [37]. Die Methode der IPC, welche
bei verschiedenen Spezies wie Nagetieren, Schweinen, Kaninchen, Meerschweinchen und
Schafen reproduzierbar ist [38], ldsst sich auf eine Vielzahl von Organen (wie z. B. Gehirn,
Darm, Haut, Skelettmuskel, Netzhaut, Niere, Blase und Leber) {ibertragen und fiihrt auch hier
iiber endogene Schutzmechanismen auf zelluldrer und mitochondrialer Ebene zu einer
Protektion [39]. Die IPC-induzierte Kardioprotektion beruht auf einer Vielzahl endogener
Prozesse, welche iiber passive und aktive Verdnderungen in den Zellen [40, 41] in den Zellen
zur Verhinderung von Apoptose der Kardiomyozyten fiihren. Zu den passiven Verdnderungen
zahlt die verldngerte intrazellulire Azidose [42, 43], wodurch wiederum eine intrazelluldre
Calcium-Uberladung [44], die Hyperkontraktur [45] und die Offnung der mPTP [42, 46]
verhindert werden. Zu den aktiven Verdnderungen zdhlen die Reperfusion Injury Salvage
Kinase (RISK)- Signalkaskade [40, 47-49] und die Survival Activating Factor Enhancement
(SAFE)- Signalkaskade [50-53]. Beide Signalkaskaden fiihren auf unterschiedlichen Wegen zu
einer Kardioprotektion, entweder durch Inhibition der Offnung der mPTP [54] oder durch
Aktivierung von Zielgenen in der Transkriptionskaskade [51] (Abb. 3):
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Abb. 3: Signalwege in der Pri- und Postkonditionierung. Modifiziert nach Ovize et al. 2010 [44].

Neben den bekannten endogenen Faktoren kdnnen auch exogene Mediatoren iiber die Aktivierung verschiedener Kinase-
Signalwege die ischdmische Konditionierung aktivieren, deren Signale alle im Mitochondrium enden.

Akt = Proteinkinase B; Ca?" = Calcium; cGMP/PKG = ¢cGMP-abhiingige Proteinkinase oder Proteinkinase G; eNOS =
endotheliale Stickoxidsynthase; ERK p42/p44 = extrazelluldr regulierte Kinasen; GPCR = G-Protein-gekoppelter Rezeptor;
gp130 = Glykoprotein-gp130; GSK38 = Glykogensynthasekinase-38; IL6 = Interleukin-6; JAK = Januskinase; mPTP =
mitochondriale Permeabilitétsiibergangspore; NO = Stickstoftmonoxid; NPR = natriuretischer Peptidrezeptor; RTK =
Rezeptortyrosinkinase; pGC = partikulire Guanylylcyclase; PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase; PKCe = Proteinkinase C-
epsilon; P70S6K = ribosomale p70S6 -Kinase; STAT3 = Signal Transducers and Activators of Transcription-Protein 3; TNF-
R = TNF-Rezeptor

Im Rahmen der ischdmischen Konditionierung kommt es zur Freisetzung verschiedener
extrazelluldrer Faktoren (Adenosin, Bradykinin und Opioidpeptide), Peptidwachstumsfaktoren
(IGF-1 und FGF-2) und Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a), welche iiber eine Bindung an
Zelloberflachenrezeptoren die Aktivierung der Kinase-Signalwege induzieren. Beim RISK-
Weg werden {iiber distale Komponenten der Kaskade, zu denen Stickstoffmonoxid (NO) und
die Hemmung von Glykogensynthasekinase-36 (GSK3B) gehoren, Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K), Proteinkinase B (Akt) und extrazelluldr regulierte Kinasen (ERK p42/p44) aktiviert
und schlieBlich die mPTP-Offnung wihrend der Reperfusion gehemmt. Zudem fiihrt die
Aktivierung eines intramitochondrialen Pools von Proteinkinase C-epsilon (PKCg) zur Offnung
des mitochondrialen ATP-aktivierenden Kalium-Kanals (KaTp), was in einem leichten Anstieg
der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) resultiert und ebenfalls eine mPTP-Hemmung
bewirkt [44]. Wihrend eine libermdBige Produktion von ROS zu einer Verstiarkung des I/R-
Schadens iiber die Aktivierung der mPTP fiihrt, scheint jedoch die Freisetzung geringer
Mengen von ROS zu Beginn der Reperfusion protektiv zu sein [55]. Der SAFE-Signalweg stellt

die zweite entscheidende Signalkaskade bei der ischdmischen Konditionierung dar (Abb. 3).



Die Hauptkomponenten des SAFE-Signalwegs sind der TNF-Rezeptor und die Januskinase
(JAK), welche zu einer Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Signal Transducers and
Activators of Transcription-Protein 3 (STAT3) fiihren. Es wird vermutet, dass STAT3 nach der
Translokation in den Zellkern die Transkription von Faktoren steuert, die eine Kardioprotektion
bewirken. Die genaue Reihenfolge der Elemente in diesen Kaskaden und das Ausmal} der
Wechselwirkung zwischen verschiedenen Signalwegen sind jedoch noch nicht abschlieBend
erforscht [44].

Wihrend die Durchfithrung der Prakonditionierung im experimentellen Rahmen erfolgreich
eine InfarktgroBenreduktion erzielen konnte, bleibt sie fiir das klinische Umfeld in weiten
Teilen impraktikabel. Der Myokardinfarkt stellt zumeist ein unvorhersehbares, akutes Ereignis
dar. Daher wire eine Konditionierung als Schutz gegen den I/R-Schaden vor dem
infarktinduzierenden Ereignis nicht mehr mdglich. Um diese Problematik zu umgehen wurde
2002 von Vinten-Johansen die ischdmische Postkonditionierung (IPostC) etabliert. Die
subletalen ischdmischen Episoden erfolgen hierbei nach einer infarktinduzierenden
Myokardischdmie [56], und dadurch konnte eine deutliche InfarktgroBenreduzierung erzielt
werden [40, 55, 57, 58]. Vergleichbar mit der IPC kann auch die [PostC in weiteren Organen
wie Gehirn [59, 60], Niere [61], Lunge [62] und Leber [63] eine Protektion der Organfunktion
bewirken.

Die zelluliren Mechanismen der ischdmischen Prd- und Postkonditionierung werden
weitestgehend dhnlich ausgelost und reduzieren in gleichem MaBle die Grofe eines
Myokardinfarkts [57]. Beide Mechanismen haben jedoch im klinischen Rahmen den Nachteil,
durch invasive Vorgehensweisen eine Manipulation an den Gefdf3endothelien zu verursachen,
mit den potenticllen Folgen einer Plaqueruptur oder -verlagerung, von
Koronarendothelschdden, Koronararterienrupturen, Herzrhythmusstérungen oder letalen
Verletzungen des Myokards [64]. Aufgrund der hohen Invasivitit der ischdmischen
Konditionierung und der damit eingeschrinkten Umsetzbarkeit in der Klinik wurden
verschiedene alternative Methoden etabliert: so zum einen die ischidmische
Fernprikonditionierung (Remote Ischemic Preconditioning, RIPC), bei der sich ein IPC-
Stimulus an einem anderen Organ protektiv auf eine nachfolgende Ischdmie-Phase im Ziel-
Organ auswirken kann [65], und zum anderen die ischdmische Fernpostkonditionierung
(Remote Ischemic Postconditioning, RIPostC) [66-69]. Eine weitere Alternative ohne jegliche

Invasivitét stellt die pharmakologische Postkonditionierung dar.



1.2.3 Pharmakologische Postkonditionierung

Eine ischdmische Konditionierung stellt ein invasives Verfahrens zur Erzielung einer
Kardioprotektion dar. Eine praktikable Alternative bietet die pharmakologische
Konditionierung, bei der durch Applikation von verschiedenen pharmakologischen Substanzen
eine ischdmische Konditionierung imitiert wird [70]. Diese Methode kann sowohl vor der
Ischdmie (Prakonditionierung), als auch nach dem infarktinduzierenden Ereignis
(Postkonditionierung) durchgefiihrt werden [71]. Um eine Kardioprotektion zu erzielen,
werden mittels Pharmaka gezielt die oben beschriebenen Signalkaskaden aktiviert [71].

Dabei stellt die pharmakologische Postkonditionierung zu Beginn der Reperfusion — nach
stattgefundenem ischdmischen Ereignis — eine flexiblere und effizientere Methode dar, als die

Préakonditionierung oder ischdmische Konditionierung [72].

Die genauen zugrundeliegenden Mechanismen der SAFE- und RISK-Signalkaskade sowie die
Modulierung der mPTP sind nicht abschlieBend erforscht. Eine pharmakologische Therapie
kann die ischdmische Konditionierung simulieren, indem sie an einem der Punkte dieser
Signalkaskaden ansetzt — auf der Ebene des Rezeptors, der Signaltransduktionswege oder der
mPTP [73]. Es gibt eine Vielzahl bekannter Pharmaka, wie z.B. Adenosin [74] , Bradykinin
[75], Insulin [76-78], Glucagon-Like-Peptid-1 [79, 80], Erythropoetin [81-83], atriale
natriuretische Peptide [84, 85] und Medikamente wie z.B. volatile Anidsthestika [86-88],
Opioide [89], Phosphodiesterase-5-Hemmer [90, 91], Nitroglycerin [92] und Statine [93, 94],
bei denen im Rahmen einer pharmakologischen Konditionierung eine signifikante
Infarktgroflenreduzierung beobachtet werden konnte [73]. In dieser Arbeit wurde der Fokus auf
die pharmakologische Postkonditionierung (PPostC) mit Dexmedetomidin gelegt und hierbei
insbesondere auf die molekulare Wirkungsweise in Bezug auf die verschiedenen

mitochondrialen Kaliumkanédle [95].

1.3 Dexmedetomidin

Es wurde bereits gezeigt, dass eine auf Dexmedetomidin (Dex) basierende pharmakologische
Konditionierung kardioprotektive Wirkung hat [95, 96]. Dex ist ein rechtsdrehendes S-
Enantiomer von Medetomidin mit der chemischen Bezeichnung 4-[(1S)-1-(2,3-
Dimethylphenyl)ethyl]-1H-Imidazol und wird in der medizinischen Versorgung als
Dexmedetomidinhydrochlorid verabreicht [97]. Als selektiver Alpha-2-Adrenorezeptor-



Agonist dient es im noradrenergenen Locus coeruleus zur Sedierung [98] und wirkt als Agonist
am o2B-Subtyp des Adrenorezeptors sowie als partieller Agonist an den a2A- und a2C-
Subtypen am Hirnstamm [99]. AuBlerdem vermindert Dex die Noradrenalin-Freisetzung, da es
auch eine sympatholytische Wirkung hat [100]. Aufgrund der sedierenden und analgetischen
Wirkung, ist der Anwendungsbereich von Dex seit etwa 30 Jahren auf das perioperative Umfeld
und es wird auBerdem fiir die Sedierung erwachsener intensivmedizinisch behandelter
Patienten eingesetzt [101-103]. Zudem wird durch die Dex-Gabe ein deutlicher Analgetika-
sparender Effekt erzielt [98]. Neben den klassischen Sedativa wie Propofol und Midazolam
kann Dex ebenfalls im Rahmen der intensivmedizinischen Langzeittherapie eingesetzt werden.
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass wihrend der Dex-Gabe eine verminderte
Beatmungs- und Aufwachzeit, Delir-Inzidenz und eine bessere Pflege-Patient-Kommunikation
erzielt wurde [98, 104, 105]. Neben diesen positiven Eigenschaften konnte in
tierexperimentellen /n vivo- und In vitro-Studien zudem eine Dex-induzierte kardioprotektive
Wirkung nach I/R-Schaden demonstriert werden [106-109].

Neben der klassischen pharmakologischen Priakonditionierung durch Dex-Gabe [106, 107] vor
einem Infarkt spielt fiir den klinischen Finsatz insbesondere die pharmakologische
Postkonditionierung eine wichtige Rolle [96]: Mit Blick auf die zukiinftige Anwendbarkeit und
die Unvorhersehbarkeit, wann ein Myokardinfarkt auftritt, beobachteten Bunte et al. die
infarktgrofBenreduzierende Wirkung von Dex wéhrend einer PPostC. Sie bestimmten neben der
konzentrationsabhangigen Wirkung auch den idealen Zeitpunkt und Dauer der Dex-Gabe [96].
Fiir die Versuche erhielten isolierte Rattenherzen eine 33-mintitige globale Ischdmie und eine
60-miniitige Reperfusion. Zu Beginn der Reperfusion wurden die Herzen mit Dex in
verschiedenen Konzentrationen (0,3-100 nM) perfundiert. In dieser
Konzentrationsfindungsstudie zeigte sich 3 nM Dex als niedrigste und wirksamste
kardioprotektive Konzentration [96]. Die kardioprotektiven Eigenschaften waren zudem
unabhingig vom Zeitpunkt und der Dauer der Dex-Gabe in der Reperfusionsphase. Die
Ergebnisse von Bunte et al. stellen dabei den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit dar.
Wihrend die bisherige Studienlage keine Auskunft {iber die zugrundeliegenden molekularen
Kaskaden bei der pharmakologischen Postkonditionierung gibt, untersucht diese Studie die
Wirkung auf makroskopischer Infarktebene und die Auswirkung des Applikationszeitpunkt. In
dieser Arbeit wurde daher der Mechanismus der Dex-induzierten Postkonditionierung mit

Fokus auf die mitochondrialen Kalium-Kanéle untersucht.
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1.4 Mitochondriale Kalium-Kanile und -Blocker

1.4.1 Mitochondrialer ATP-sensitiver Kalium-Kanal (mKrp)

Der mitochondriale ATP-sensitive Kalium-Kanal (mKatp) nimmt eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion der Kardioprotektion ein [110-114]. Dieser Kanal ist in der inneren
Mitochondrienmembran (mKatp) lokalisiert [115] und besteht aus drei porenbildenden -
Untereinheiten, die fiir die ATP-definierende Eigenschaft verantwortlich sind, sowie aus einer
kanalmodulierenden B-Untereinheit [116]. In einer Vielzahl von Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass gedffnete ATP-gesteuerte Kalium-Kanile (Katp) das Herz vor einem I/R-Schaden
schiitzen [110-114]. Urspriinglich wurde angenommen, dass bei der IPC-induzierten
Kardioprotektion der sarkolemmale ATP-gesteuerte Kalium-Kanal (sarKarp) eine wichtige
Rolle spielt. Zum Zeitpunkt dieser frithen Beobachtungen wurde allerdings nicht erkannt, dass
Kardiomyozyten zwei verschiedene Arten von Karp-Kanélen enthalten, den sarKatp- und den
mKarp-Kanal, und dass beide unterschiedliche pharmakologische Profile aufweisen [39].
Neuere Studien haben gezeigt, dass der mKarp-Kanal neben anderen Kalium-Kanélen ein
entscheidender Vermittler fiir die Kardioprotektion [117-119] in intakten Herzen [37, 120-122]
und isolierten Kardiomyozyten [123] ist. Die Beteiligung der mKarp-Kanéle und ihre Wirkung
auf die mPTP in Kardiomyozyten wihrend einer ischdmischen Postkonditionierung konnten
Barsukevich et al. nachweisen [124]. Das Offnen der mKarp fiihrte in der friihen Reperfusion
iber mehrere Schritte zum SchlieBen der mPTP und damit iiber die im Abschnitt 1.2.1
beschriebenen Mechanismen zur Reduktion eines I/R-Schadens [124-126]. Diese Ergebnisse

bilden eine wesentliche Grundlage fiir die aktuelle Arbeit.

1.4.2 mKatp-Blocker: 5-Hydroxydecansiure-Natriumsalz

Das 5-Hydroxydecansdure-Natriumsalz (SHD) ist ein natiirlicher Lipidbestandteil von Milch
[127, 128] und bekannt als ein Antiarrhythmikum der Klasse III [129]. SHD wird als
spezifischer Inhibitor von mKarp-Kandlen verwendet, der die Kardioprotektion durch

verschiedene Konditionierungsreize unterdriickt [117, 119, 130-132].

McCullough et al. zeigten mithilfe der Einzelkanal-Patch-Clamp-Technik, dass die Zugabe von
100 uM 5SHD die ATP-induzierten Schiibe der Kanaloffnung deutlich reduzierte und
beobachteten verldngerte Schliezeit des Kanals [129]. Mit der Verwendung dieser

Konzentration konnten wir in einer anderen Studie eine Ramelteon-induzierte Kardioprotektion
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vollstindig autheben [119]. Wir verwendeten daher in dieser Arbeit fiir SHD eine

Konzentration von 100 pM, welche fiir eine Hemmung von mKarp-Kanilen ausreichend ist.

1.4.3 Mitochondrialer Calcium-sensitiver Kalium-Kanal (mKc,)

Der mitochondriale Calcium-sensitive Kalium-Kanal (mKca) ist neben dem mKarp-Kanal an
den Signalwegen der Kardioprotektion beteiligt [118]. Der mKca besteht aus drei
porenbildenden a-Untereinheiten und einer zusdtzlichen (-Untereinheit, die eine
modulatorische Funktion fiir die Kanal6ffnung hat und empfindlich fiir Kanalblockern ist [116,
123, 133, 134]. Er wird durch intrazelluldren Calcium-Anstieg und Membrandepolarisation
aktiviert [122, 123, 135, 136] und kommt in unterschiedlichen Gewebetypen vor (Herz, Gehirn
und Muskelgewebe) [118, 134, 137-139]. Xu et al. zeigten erstmals, dass das Offnen von mKca-
Kandlen eine signifikante Verringerung der Infarktgrofe nach schwerer globaler I/R-
Schidigung zum erstem Mal in perfundierten Kaninchenherzen bewirkt [118]. Uber die Anzahl
der mKca-Kanéle in der inneren Mitochondrienmembran wird die Kalium-Aufnahme in die
Mitochondrien reguliert [56]. Fiir die IPC, welche die mitochondriale Bioenergetik nach I/R-
Schaden im Tierexperiment deutlich verbessert [140], konnte eine Beteiligung der mKca-
Kanile nachgewiesen werden [118, 141, 142]. Experimentelle Studien haben gezeigt, dass die
mKca-Kanéle auch an der [PostC beteiligt sind [143, 144] und zu Beginn der Reperfusion durch
ihre Aktivierung die Offnung der mPTP inhibieren. Dadurch wird die ROS-Bildung sowie die
intrazellulire Calcium-Uberladung verhindert und schlieBlich einem I/R-Schaden
entgegengewirkt [144]. Nicht nur das Offnen beider Kaniile — mKarp und mKca — erhdht die
mitochondriale Aufnahme von Kalium und wirkt kardioprotektiv [145], sondern auch die

alleinige Aktivierung des mKca fiihrt zu einer Kardioprotektion [142].

1.4.4 mKca-Blocker: Paxillin

Paxillin (Pax) gehort zu den Indolalkaloiden aus dem Pilz Penicillium paxilli [146-149] und ist
ein allgemeiner Blocker von Calcium-aktivierenden Kalium-Kanélen (Kca) [133, 146, 150], der

héufig zur Untersuchung der physiologischen Rolle dieser Kanéle verwendet wird [151-154].

Fiir diese Arbeit wurde eine Pax-Konzentration von 1 uM verwendet, welche ausreichend fiir
die spezifische Hemmung von Kca-Kanilen ist. Diese Konzentration blockiert wirksam die
kardioprotektive Wirkung verschiedener Konditionierungsstimuli und wurde in unserer Gruppe

routinemaBig und erfolgreich eingesetzt [109, 119, 149, 155-158].

12



1.5 Ziele und Fragestellung der Arbeit

Aus Vorstudien war bekannt, dass eine pharmakologische Postkonditionierung mit Dex einen
infarktgroenreduzierenden Effekt hat [159], und dass diese Kardioprotektion unabhingig von
Zeitpunkt und Dauer des I/R-Schadens ist [96]. Die zugrundeliegenden Mechanismen der
kardioprotektiven Wirkung von Dex in der Reperfusion sind jedoch noch nicht vollstéindig
verstanden. Da bekannt ist, dass die mKca- und mKarp-Kanile an der Vermittlung einer
Kardioprotektion beteiligt sein konnen [124], ergaben sich die folgenden beiden
Forschungsfragen [95]:

e Sind bei einer Kardioprotektion durch eine Postkonditionierung mit Dex die mKca-

und/oder der mKatp-Kanéle beteiligt?
e Wird diese Kardioprotektion bei Behandlung mit Dex wihrend der frithen oder spiten

Reperfusion tiber unterschiedliche mitochondriale Kalium-Kanéle vermittelt?

Diese Fragestellung wurde mithilfe von spezifischen Blockern der mitochondrialen Kalium-
Kanile (mKarp und/oder mKca) in Kombination mit einer Dex-induzierten Postkonditionierung
an isoliert perfundierten Rattenherz untersucht. Der fiir diese Studie gewéhlte primire
Endpunkt ist die InfarktgroBe. Als sekunddre Endpunkte wurden die hdmodynamischen

Parameter betrachtet.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Die in dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere stammen aus der Zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universitétsklinikums
Diisseldorf (internes Aktenzeichen: O027/12 vom 27.02.2019). Es wurden ausschlieBlich
méinnliche ca. 2 Monate alte Wistar-Ratten (Fa. Janvier, Laval, Frankreich) fiir die Studie
verwendet. Vor Versuchsbeginn befanden sich die Ratten fiir mindestens acht Tage in der
ZETT unter regelméBiger tierdrztlicher Kontrolle und wurden unter standardisierten
Bedingungen gehalten. In klimatisierten Réumen (Raumtemperatur 22 + 2 °C, relative
Luftfeuchtigkeit 55 + 5 %) wurden die Tiere in Kéfigen mit entkeimtem und entstaubtem
Weichholzgranulat gehalten und erhielten Alleinfuttermittel und keimfreies, auf einen pH-Wert

von 3 angesduertes Wasser ad libitum.
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2.1.2 Besteck und Pipetten

Besteck und Pipetten

Modell

Hersteller und Hauptstandort

Priparierschere grof3

Priparierschere klein

Pinzette grof3

Pinzette klein

Guillotine

Thorax-Retraktor

Klemme klein

Klingenbesteck zum

Schneiden

Klinge zum Schneiden

Pipette Eppendorf 2,5-
50001

Pipettierhilfe

Serologische Pipette

Einweg-Pipette

Eppendorf
Mehrfachdispenser

Eppendorf Combitip

Aesculap DUROTIP®
Préparierschere Mayo BC252R
170 mm

Aesculap DUROTIP®
Praparierschere BC257R 115 mm

Aesculap Tissue Forcep BD587R

2mal Aesculap Micro Dressing
Forceps OC022R
Kleintierdekapitator Modell 7950

Aesculap Weitlaner-Retraktor
BV10IR

Arterienklemme Bulldogklemme
Diefenbach BHO20R 38 mm und
12 mm

Aesculap Skalpellgriffe BBO84R

sterile Skalpellklingen #21

Eppendorf-Research und -Plus

variable Pipette

Pipetus®

Costar® Stripette (Non-Pyrogenic
2 ml in 2/10)

Pateur-Pipette 3 ml

Eppendorf-Multipipette® Plus

2mal Eppendorf Combitips (1,0-
50 ml)

Aesculap Inc.,

Pennsylvania, USA

Aesculap Inc.,

Pennsylvania, USA

Aesculap Inc.,
Pennsylvania, USA
Aesculap Inc.,
Pennsylvania, USA
Ugo Basile,

Comero, Italien

Aesculap Inc.,

Pennsylvania, USA

Braun Melsungen

Melsungen, Deutschland

Aesculap Inc.,

Pennsylvania, USA

Braun Melsungen,

Melsungen, Deutschland

Eppendorf SE,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Hirschmann-Laborgeridte GmbH
und Co,

Eberstadt, Deutschland

Corning Inc.,

Corning, USA

VWR,

Leuven, Belgien

Eppendorf SE,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Eppendorf SE,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland
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2.1.3 Langendorff-Anlage

Material

Modell

Hersteller und Hauptstandort

Spezialschlauch fiir
Schlauchpumpe
Schlauchpumpe

1.Perfusatschlauch

2.Perfusatschlauch

3.Perfusatschlauch

1.Perfusor

2 .Perfusor

Perfusatflasche 5000 ml

Perfusatflasche 2000 ml

Perfusatflasche 5000 ml

Perfusatflasche 2000 ml

Umwilzthermostat

Einhéngethermostat

Druckaufnehmer

Folie fir Ballon
Schlduche fiir Ballon

Féaden fir Herzen und
Ballon
Sinterglasfritte

PhthalateFree® PVC Pump Tubes (3,18
mm Innendurchmesser)

Minipuls 3 Peristaltic Pump 2
Channels

Tygon Tube E-3603 (3,2 mm
Innendurchmesser, 1,6 mm
Wanddicke)

Tygon Tube (6 mm Innendurchmesser,
1,5 mm Wanddicke)

Tube Versilic 5 x 8 mm
Perfusor® Space

Perfusor® fm

Schott Duran 5000 ml

Schott Duran 2000 ml

Schott Duran 5000 ml

Schott Duran 2000 ml

Julabo MW-6

Julabo EC

Arterial Pressure Transducer APT300,
73-3866

Polyethylen-Folie

Fine Bore Polythene Tubing
Resorba® Polyester griin, nicht

resorbierbar, geflochtene Faden

25 cm Linge

Gilson,
Middelton, USA
Gilson,
Middelton, USA
Saint-Gobain,

Charny, Frankreich

Saint-Gobain,

Charny, Frankreich
Saint-Gobain,

Charny, Frankreich

Braun Melsungen,
Melsungen, Deutschland
Braun Melsungen,
Melsungen, Deutschland
Duran,

Wertheim, Deutschland
Duran,

Wertheim, Deutschland
Duran,

Wertheim, Deutschland
Duran,

Wertheim, Deutschland
Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach, Deutschland
Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach, Deutschland
Havard Apparatus,
Holliston, Massachusetts, USA

Smith Medical International Ltd.,

Kent, Vereinigtes Konigreich
Resorba,

Niirnberg, Deutschland



Luftfanger

Wirmekolben

Wirmeschild

2.1.4 Laborgerite

Geriit

7,5 cm Lénge, 5 cm Breite

12,5 cm Léange, 6,5 cm Breite

14,5 cm Lange x 3 cm Breite, 10 Windungen

28 ¢cm Linge x 3,5 cm Breite, 23 Windungen

4 c¢cm Innendurchmesser, 6 cm Breite x 6 cm

Lénge

Modell

Hersteller und Hauptstandort

Blutgasanalyseautomat

pH-Meter

pH-Sensor

Digitalthermometer

1.Laborwaage

2.Laborwaage

Prizisionswaage

Druckeichgerit

Wasserbad

Magnetriithrer mit

Temperatursensor

Wasseraufbereitungssystem

2.1.5 Gase

Gas

ABL 800 Flex

Digital pH-Meter Typ646
#4498

InLab® Sensors

Temperaturmessgerdt GTH

1160

Scout Pro SPU202,
max. 200g

Model: 440-45N,
max. 1000g

Secura® La230s

Druckeichgerit Typ 367

Wasserbad Modell 1001

Heidolph Typ MR HEI-Tech

MiliQ®-Biocel

Radiometer,

Willich, Deutschland
Knick,

Berlin, Deutschland
Mettler Toledo GmbH,
Greifensee, Schweiz
Greisinger,

Regenstauf, Deutschland
Ohaus Corporation,

Pine Brook, New Jersey, USA
Kern und Sohn,
Balingen, Deutschland
Sartorius,

Gottingen, Deutschland
Hugo Sachs Elektronik,
March, Deutschland
GFL GmbH und Co.,
Hannover, Deutschland
Heidolph Instruments,
Schwalbach, Deutschland
Milipore Corporation,
Massachusetts, USA

Hersteller und Hauptstandort

Carbogen (5% CO2+ 95% O3)

Stickstoff 5.0 (N2)

Linde AG, Miinchen, Deutschland

Linde AG, Miinchen, Deutschland

17



2.1.6 Pharmaka

Wirkstoff Summenformel Molekulargewicht CAS- Hersteller und
[g/mol] Nummer Hauptstandort
Paxillin C22H33NO4 435,56 57186-25-1 Sigma-Alderich
Chemie GmbH,
Miinchen,
Deutschland
Dexmedetomidin CisHisN2 236,74 145108-58-3  Sigma-Alderich
(Dexdor®) Chemie GmbH,
Miinchen,
Deutschland
5-Hydroxy- CioH19NaOs3 210,25 71186-53-3 Sigma-Alderich
decanséure- Chemie GmbH,
Natriumsalz Miinchen,
Deutschland
Pentobarbital- C11HisN2Os3 76-74-4 Merial GmbH,
Injektionslosung Hallbergmoos,
(Narcoren® fiir Tiere) Deutschland
Heparin-Natrium 9041-08-1 Ratiopharm,
Injektionslosung Ulm, Deutschland
25.000 L.E./5ml
2.1.7 Chemikalien
Chemikalien/Lésungen Summenformel Molekular- CAS- Hersteller und
gewicht [g/mol] Nummer Hauptstandort
Natriumchlorid NaCl 58,11 7647-14-5 VWR BDH
Reinheit > 99% Chemicals,
Leuven, Belgien
Kaliumchlorid KCl1 74,56 7447-40-7 Fluka GmbH,
Reinheit > 99,5% Steinheim,
Deutschland
Magnesiumsulfat- MgSO4 + 246,48 10034-99-8  Roth,
heptahydrat 7 HO Karlsruhe,
Reinheit > 99% Deutschland
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Kaliumhydrogenphosphat
Reinheit > 99,5%

Natriumhydrogencarbonat

Reinheit > 99,5%

Ethylendiamin-tetraacetat
(EDTA)

Reinheit > 99%
D-Glucose (wasserfrei)

Reinheit > 99,5%

L-Laktat-Natriumsalz
Reinheit > 99%

Calciumchlorid

Reinheit > 98%

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Reinheit > 99,9%,

Formaldehyd 37%
Reinheit > 37%

Triphenyltetrazoliumchlorid
(TTC)
Reinheit > 99%,

Trishydroymethylamino-
methan (TRIS)
Reinheit > 99,9%,

KH>PO4

NaHCO;

Ci0H16N20g

CsH1206

C3H5Na03

CaCl,

C>HeOS

CHO

C19H15CINg

C4H1 1NO3

136,09

84,01

292,25

180,16

112,06

110,98

78,13

334,79

121,14

7778-77-0

144-55-8

60-00-4

50-99-7

867-56-1

10043-52-4

67-68-5

50-00-0

298-96-4

77-86-1

Merck, Eurolab
GmbH,
Darmstadt,
Deutschland
Roth,
Karlsruhe,
Deutschland
Roth,
Karlsruhe,
Deutschland
Roth,
Karlsruhe,
Deutschland
PanReac&AppliChem,
Darmstadt,
Deutschland

Merck, Eurolab
GmbH,
Darmstadt,
Deutschland
Sigma-Alderich
Chemie GmbH,
Miinchen,
Deutschland
Merck, Eurolab
GmbH,
Darmstadt,
Deutschland
Serva Electrophoresis
GmbH,
Heidelberg,
Deutschland
Roth,
Karlsruhe,

Deutschland
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Kaliumhydroxidplédtzchen

Salzsdure 37%

Reinheit 37%,

Eichlésung — pH 4
(Technischer Puffer pH
4.01 Modell TEP4)
Eichlésung — pH 7
(Pufterlosung pH 7,00 £
0,02)

KOH 56,11

HCI

2.1.8 Computer und Software

Computer und Software

Modell

1310-58-3 Merck Eurolab
GmbH,
Darmstadt,
Deutschland
Merck Eurolab
GmbH,

Darmstadt,

7647-01-0

Deutschland
WTW,
Weilheim,
Deutschland
Roth,
Karlsruhe,

Deutschland

Hersteller und Sitz des Herstellers

Rechner

PC-Monitor

Flachbettscanner

Briickenverstirker

Datenerfassung

Aufzeichnungssoftware

Statistiksoftware

Planimetriesoftware

Excel-Tabellenkalkulation

Chieftec-Paola und
Chieftec-Avistorn
LG-Flatron,

Model: E2210PMW und.
Model: L1942TEU
CanonScan® LIDE 700F

Bridge Amp, Model: FE22
und Model: ML110
PowerLab 4/26 und. 8/30

LabChart® Pro v. 8.0.5

GraphPad® V7.01 und
GraphPad StateMate™

SigmaScan® v. 5

Microsoft Excel®

Chieftec,
Diisseldorf, Deutschland
LG,

Seoul, Siidkorea

Canon,

Krefeld, Deutschland

AD Instruments,

New South Wales, Australien
AD Instruments,

New South Wales, Australien
ADInstruments Pty Ltd,
Castle Hill, Sydney, Australia
GraphPad Software,

San Diego, California, USA
SPSS Inc.,

San Jose, California, USA
Microsoft Corporation,

Redmond, Washington, USA
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2.2 Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Versuche, darunter die Versuchsplanung, Durchfiihrung und
Auswertung des Projekts, wurden in der Klinik fiir Anésthesiologie der Uniklinik Diisseldorf

durchgefiihrt [95].

2.2.1 Versuchsaufbau (Langendorff-Anlage)

Die Koronargefille der isolierten Rattenherzen wurden kontinuierlich retrograd mit einer
modifizierten Puffer-Losung nach Krebs und Henseleit (KHP) perfundiert. Diese Losung
imitiert das Blutplasma und diente als Transportmedium fiir die Pharmaka. Der zu jedem
Versuch neu angesetzte Puffer wurde in doppeldestilliertem Wasser mittels der unten

aufgefiihrten Chemikalien (Tabelle 1) hergestellt.

Tabelle 1: Stoffe und entsprechende Mengenangabe zur Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Pufferlosung (51)

Stoff Summenformel Menge [g] auf 51 Molaritiit [mM]
Natriumchlorid NaCl 34,48 118
Kaliumchlorid KClI 1,751 4,7
Magnesiumsulfatheptahydrat MgSO4 + 7 H,O 1,479 1,2
Kaliumhydrogenphosphat KH,>PO4 0,817 1,2
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; 10,501 25
Ethylendiamintetraacetat Ci10H16N20g 0,731 0,5
Glukose CeH1206 9,909 11
L-Laktat-Natriumsalz C3HsNaO; 0,561 1
Calciumchlorid CaCl, 1,249 2,25

g = Gramm; | = Liter; mM = Millimol

Nach dem Riihren des kalten Puffers wurde mithilfe eines Blutgasanalyseautomaten (BGA-
Automat) die Elektrolytkonzentration iiberpriift. Wenn die Werte des kalten Puffers den
Sollwerten (Tabelle 2) entsprachen, wurde der Puffer fiir den Versuch verwendet. Um die
Temperatur am Herzen der Korpertemperatur anzupassen, wurde der Puffer in einem

Perfusatbehélter im Wasserbad temperaturkontrolliert auf 45 °C erwarmt.
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Tabelle 2: Sollwerte der modifizierten Krebs-Henseleit-Pufferlésung im kalten und warmen Zustand

Messwerte kalter Puffer warmer Puffer
pH 7,01 £ 0,05 7,3-7,4
Kalium 5,7 mmol/l 5,7 mmol/l
Natrium 140 mmol/l 140 mmol/l
Calcium 1,44 £ 0,05 mmol/l 1,33 mmol/I
Chlorid 115 £ 2 mmol/l 112 mmol/1
Glukose 200 mg/dl >200 mg/dl
Laktat >1 mmol/I 1 mmol/l
CO;-Partialdruck >40 mmHg <40 mmHg

COz = Kohlenstoffdioxid; mmHg = Millimeter-Quecksilbersdule; mmol/l = Millimolar pro Liter; mg/dl = Milligramm pro
Deziliter

Zusitzlich wurde der Puffer zur Aufrechterhaltung eines stabilen pH-Wertes und zur
Oxygenierung kontinuierlich liber eine Glasfritte mit Carbogen (5 % CO2 und 95 % Oz,
200 ml/min) begast, wodurch ein O2-Partialdruck von 580 + 40 mmHg, ein CO2-Partialdruck
von 36,5 = 1,5 mmHg und ein pH-Wert von 7,4 £+ 0,05 erzielt wurden. Der pH-Wert und die
Elektrolyte des erwarmten Puffers (ca. 38 °C) wurden vor dem Versuch erneut mittels BGA
iiberpriift (vgl. Tabelle 2), um eine mogliche Verdnderung am Puffer rechtzeitig zu entdecken.
Mithilfe einer Peristaltikpumpe wurde der Puffer in die Anlage eingebracht. Die Anlage bestand
aus zwei Kreisldufen (Abb. 4): Der erste Perfusatkreislauf gewéhrleistete durch eine
Wassersdule einen konstanten Perfusionsdruck von 80 mmHg (entsprechend dem mittleren
arteriellen Druck, MAD = 80 mmHg). In einer definierten Hohe war ein Uberlaufbecken
angebracht, durch welches das Perfusat wieder im Perfusatbehilter aufgefangen und erneut
iiber die Peristaltikpumpe in die Anlage gepumpt wurde. Der zweite Perfusatkreislauf war tiber
einen Dreiwegehahn mit dem Herzen verbunden. Dabei wurde das Perfusat, welches durch die
Koronargefidlle des Herzens geflossen war, verworfen (Non-circulating-constant-Pressure-
Langendorff-System). Das Perfusat durchlief zwei Wirmeaustauscher auf seinem Weg zum
Herzen, das durch ein separates, auf 38,5 °C erhitztes Wasserbad vor duBerer Abkiihlung
geschiitzt wurden. Eine dieser Warmekammern fungierte gleichzeitig auch als Luftfanger, um
Luftblasen im System und somit auch Embolien der Koronargefile zu verhindern. Zur
Gewihrleistung einer konstanten Umgebungstemperatur des Herzens diente ein Warmeschild,
der ebenfalls von dem separaten Wasserbad erwarmt wurde. Ein Druckaufnehmer maf iiber
einen mit isotoner Kochsalzlosung (0,9 %) befiillten Ballon im linken Ventrikel des Herzens

die mechanische Herzaktion und Himodynamik. Vor Versuchsbeginn wurde der Ballon auf
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Hohe seiner spdteren Endposition gegen den atmosphdrischen Druck kalibriert. Der
Druckaufnehmer war mit einer PowerLab-Station verbunden, in welcher die gemessenen Werte
wie Herzfrequenz, linksventrikuldrer Druck, Anstiegsgeschwindigkeit und ischdmisches
Kontrakturmaximum festgehalten und die entsprechende Diagramme und eine Grafik mit dem
Programm LabChart Pro v.8.05 dargestellt wurden. Zu festgelegten Zeiten wurde dann zur
Bestimmung des Koronarflusses (coronary flow, CF) das koronare Effluat bzw. Perfusat aus
dem Koronarvenensinus des Herzens gesammelt und gemessen. Die Applikation von
Substanzen und Medikamenten erfolgte iiber Dreiwegehdhne und Perfusoren entsprechend dem
Studienprotokoll. Die Anlagen wurde nach jedem Versuchstag mit gekochtem

doppeldestilliertem Wasser und einmal wochentlich mit 1,5-prozentiger Salzsdure gereinigt.

Abb. 4: Schematische Darstellung der Langendorff-Anlage.

Modell (nicht maf3stabsgetreu) der Langendorff-Praparation: Carbogen (1) begast iiber eine Glasfritte den Krebs-Henseleit-
Pufter in einer 2000 ml Perfusatflasche (2). Dieser wird im Wasserbad mit einem Einhdngethermostat (3) auf 37,5 °C erhitzt
und iiber eine Schlauchpumpe (4) angesaugt und in die Anlage befordert. Die aufsteigenden Luftblasen werden mittels einer
Luftfalle (5) aus dem System entfernt. Uber ein Uberlaufbecken (6) wird das Perfusat in der Perfusatflasche (2) wieder
aufgefangen. Unterhalb der Luftfalle ist ein Dreiwegehahn (7) angebracht, fiir das spétere Einleiten der globalen Ischidmie.
Der Puffer wird iiber einen zweiten Warmekreislauf (8) warmgehalten. Die Medikamentenapplikation erfolgt iiber
Perfusoren (8), die tiber Perfusionschlduche an die Anlage verbunden sind. Das Rattenherz wird tiber die Aorta ascendens an
eine Kaniile angeknotet und mit dem erwarmten Puffer retrograd perfundiert. Die Umgebungstemperatur des Herzens wird
iiber eine Warmekammer (10) konstant gehalten. Mithilfe eines fliissigkeitsgefiillten Ballons im linken Ventrikel mit
angeschlossenem Druckaufnehmer (11) wird die Himodynamik an einer PowerLab-Station (12) aufgezeichnet und reguliert.
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2.2.2 Versuchsablauf

2.2.2.1 Anisthesie und Priparation der Versuchstiere

Vor Versuchsbeginn wurden die Ratten gewogen und anschlieBend mittels intraperitonealer
Injektion von 80 mg/kg Korpergewicht Pentobarbital sediert. Das Pentobarbital wurde zuvor
mit isotoner Natriumchlorid-Losung im Verhéltnis 1/10 verdiinnt und enthielt zusatzlich 1000
L.E. unfraktioniertes Heparin. Die Ratten durchliefen nach Ausfall der Schutzreflexe und der
Dekapitation durch die Guillotine, eine mediane Thorakotomie. Nach der Entfernung des
Thymus wurde das Herz und die Aorta ascendens freipréipariert. Das Herz wurde am Truncus
brachiocephalicus dexter abgesetzt und zur Vorbeugung von Embolien der Koronargefil3e
sofort in ein 50 ml fassendes Becherglas mit 0,9%-iger Kochsalzlosung iiberfiihrt. Danach
wurde das Herz {liber die Aorta an die Metallkaniile der Langendorff-Anlage angebracht und
mittels Fadenschlinge fixiert. Dabei durfte die Metallkaniile nicht zu weit retrograd fixiert
werden, da sonst die Koronarien verlegt und die Aortenklappe beschddigt werden konnte. Um
eine mogliche ischdmische Prikonditionierung zu vermeiden, durfte die Dauer der gesamten
Prozedur von Dekapitation bis Perfusion an der Langendorff-Anlage maximal 3 Minuten

betragen.

2.2.2.2 Druckeinstellung und Substanzapplikation am Rattenherzen

Mittels einer Inzision des linken Herzohres wurde iiber die Mitralklappe ein Ballon im linken
Ventrikel platziert. Die Soll-Zeit zur Positionierung des Ballons durfte dabei nicht mehr als fiinf
Minuten betragen. Der minimale enddiastolische linksventrikuldre Druck wurde manuell auf
3—-6 mmHg eingestellt, wenn nicht das einzelne Herz Druckunterschiede aufweist. Die
Medikamenten- und Blockerapplikation erfolgte {iber Dreiwegehdhne und Perfusoren

entsprechend dem experimentellen Design (vgl. Abb. 5).

2.2.2.3 Versuchsablauf

Fiir die Durchfithrung der Studie wurde ein experimentelles Design mit insgesamt 9 Gruppen a
10 Versuchstieren (Abb. 5) aufgestellt. Die Rattenherzen wurden auf die einzelnen Gruppen
randomisiert zugeordnet. Alle Herzen durchliefen nach 15-miniitiger Adaption eine 33-
mintitige globale Ischdmie und eine anschlieBende 60-miniitige Reperfusion. Die Medikamente
wurden unmittelbar im Anschluss an die Ischdmie fiir 10 Minuten oder ab der 30. Minute in der

Reperfusion fiir 10 Minuten iiber einen Perfusor appliziert. Die Flussrate der Perfusoren wurde

24



auf 1 % des Koronarflusses, der zuvor in der 10. Minute bestimmt wurde, festgelegt. In der
Kontrollgruppe wurde direkt nach der globalen Ischdmie bzw. ab der 30. Minute in der
Reperfusion fiir jeweils 10 Minuten anstelle eines Medikaments die KHP-L&sung verabreicht.
Die Behandlungsgruppen erhielten je nach Gruppenzugehorigkeit Dex nach
Reperfusionsbeginn oder nach 30 Minuten in Kombination mit dem mKca-Blocker Pax oder
dem mKatp-Blocker SHD. In einer vorherigen Dosiswirkungsstudie konnte gezeigt werden,
dass 3 nM Dex die niedrigste Konzentration mit der groften kardioprotektiven Wirkung
darstellt, wobei dies unabhingig von Zeitpunkt und Dauer der Dex-Gabe nach der Ischimie
war [96]. Die Endkonzentration von 100 uM SHD am Herzen wurde aus den Ergebnissen einer
fritheren Studie unserer Arbeitsgruppe tibernommen [119]. Das SHD wurde deshalb erst als 40
mM Stock im doppeldestillierten Wasser angesetzt, woraus dann mit Krebs-Henseleit-Puffer
die Spritzenkonzentration auf 10 mM 5HD verdiinnt wurde. Bei Flussrate von 1 % des
Koronarflusses wurde damit eine Endkonzentration von 100 uM SHD am Herzen erreicht. Die
Endkonzentration fiir Pax wurde wie bei SHD ebenfalls aus Studien unserer Arbeitsgruppe
iibernommen: es wurde als 10 mM Stock mit Dimethylsulfoxid (DMSO) angesetzt wurde und
im Anschluss weiter mit Krebs-Henseleit-Puffer in der Perfusorspritze auf eine
Endkonzentration von 1 uM am Herzen verdiinnt [119]. Alle Versuchsgruppen erhielten neben
der Medikamentenkonzentration zusédtzlich 1 % DMSO als Vehikel. So konnte ein moglicher
Einfluss von DMSO auf die Infarktgrof3e ausgeschlossen werden. Die Konzentrationen konnen

dem Pipettierschema in Tabelle 3 entnommen werden.
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Abb. 5: Experimentelles Design. Modifiziert nach Raupach et al. 2021 [95].

Gezeigt wird die Versuchsreihe der Kontrollgruppe, die im Anschluss an die globale Ischdmie fiir die ersten 10 Minuten (friith)
und ab der 30. Minute in der Reperfusion (spét) die Krebs-Henseleit-Pufferlosung mit 1% DMSO iiber die Perfusoren erhalten.
In der frithen PPostC-Reperfusionsphase erhalten folgende Versuchsgruppen nur in dieser Phase fiir 10 Minuten das
entsprechende Medikament iiber einen Perfusor: Dex, S5HD, S5HD + Dex, Pax und Pax + Dex.
Fir die spdte Reperfusionsphase gibt es nur drei Versuchsgruppen, die ab der 30. Minute fir 10 Minuten mit dem
entsprechenden Medikament  perfundiert wurden: Dex30', 5HD + Dex30' und Pax + Dex30'
Dex = Dexmedetomidin; DMSO = Dimethylsulfoxid; Pax = Paxillin; PPostC = pharmakologische Postkonditionierung; SHD
= 5-Hydroxydecansiure-Natriumsalz; 30'= zur 30. Minute in der Reperfusionsphase
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Tabelle 3: Pipettierschema

Gezeigt werden die Volumina der Medikamente und Losungsmittel fiir die Perfusorspritzen. Pro Gruppe wurden zwei
Perfusoren verwendet, dementsprechend wurden fiir 5-ml-Spritzen die o.g. Volumina der Medikamente und Losungen

pipettiert.

Gruppe KHP DMSO Dex Pax SHD
[n1] [n1] [n1] [n1] [u1]

Con
Perfusor 1: KHP = 1% DMSO 4950 50 - - -
Perfusor 2: KHP 5000 - - - -
Dex / Dex30' (3nM)
Perfusor 1: Dex 4985 - 15 - -
Perfusor 2: KHP 2 1% DMSO 4950 50 - - -
5HD (1pM)
Perfusor 1: SHD 3750 - - - 1250
Perfusor 2: KHP 2 1% DMSO 4950 50 - - -
Pax (1uM)
Perfusor 1: Pax 2 1% DMSO 4950 - - 50 -
Perfusor 2: KHP 5000 - - - -
SHD+Dex / SHD+Dex30'
Perfusor 1: SHD 3750 - - - 1250
Perfusor 2: Dex 2 1% DMSO 4935 50 15 - -
Pax+Dex / Pax+Dex30'
Perfusor 1: Pax 2 1% DMSO 4950 - - 50 -
Perfusor 2: Dex 4985 - 15 - -

Con = Kontrollgruppe; Dex = Dexmedetomidin; DMSO = Dimethylsulfoxid; KHP = Krebs-Henseleit-Puffer; Pax = Paxillin;
PPostC = Pharmakologische Postkonditionierung; SHD = 5-Hydroxydecanséure-Natriumsalz; 30' = zur 30. Minute in der

Reperfusionsphase; pl = Mikroliter; nM = Nanomol; pM = Mikromol

27



2.2.2.4 TTC-Farbung und Infarktgrof3enbestimmung

Fiir die InfarktgroBenbestimmung wurde nach Messung des Herznassgewichts das Herz bei
-20 °C eingefroren, und spiter wurden mithilfe der Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung die
Infarktareale dargestellt. Fiir die Férbelosung wurde 0,75-prozentige
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Losung in TRIS-haltiger Pufferlésung in einem
Magnetriihrer mit Temperatursensor unter Lichtschutz auf 37 °C erhitzt, dabei musste der pH-
Wert exakt auf 7,42 eingestellt werden. Dafiir wurde je nach Bedarf verdiinnte Salzsidure und
verdiinntes Kaliumhydroxid zur Anpassung des pH-Werts verwendet. Der Farbumschlag der
Farbelosung erfolgte durch eine Redoxreaktion: Das Tetrazolium ist im oxidierten Zustand
farblos. In vitalen Zellen produzieren aktive Dehydrogenasen Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NADH), welches das farblose Tetrazolium zu rotem Formazan reduziert. Als Folge wird das
vitale Gewebe rot geférbt, und totes Gewebe bleibt weill bzw. ungefarbt.

Tabelle 4: Triphenyltetrazoliumchlorid-Firbelésung: Material und Mengenangaben der 0,75%igen TTC-
Firbelosung fiir 100 ml

Stoffe fiir TTC-Férbelosung fiir 100 ml
TRIS-Puffer 141 ¢g
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) 0,75 g
Natriumchlorid-Infusionslosung 0,9% add 100 ml

1 oder Smol Salzsdure je nach Bedarf (senkt den pH-Wert)
4mol Kaliumhydroxid je nach Bedarf (erhoht den pH-Wert)

g = Gramm; ml = Milliliter; mol = Molar; % = Prozent

Fiir den Firbeprozess wurden die eingefrorenen Rattenherzen mit einem Skalpell in 8 axiale
Scheiben von je 2 mm Dicke geschnitten. AnschlieBend wurden die Scheiben auf einer Loch-
Platte in der TTC-Férbelosung in einem Wérmebad bei 37 °C inkubiert. Nach 15 Minuten
erfolgte die Fixierung in 4-prozentiger Formaldehyd-Losung bei Raumtemperatur fiir 20
Stunden. Nach der Fixierung wurden die Herzscheiben fiir die InfarktgroBenbestimmung mit

hochauflésenden einem Fotoscanner erfasst (Abb. 6).

Abb. 6: Herzschnitte.
Die Rattenherzen wurden in 8 Scheiben geschnitten, gefarbt und anschlieSend in Formaldehyd-Losung fixiert. Die Reihe
zeigt die Herzscheiben, die von der Basis nach Apex sortiert sind.
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2.2.3 Infarktgrofien-Auswertung

Die InfarktgroBenbestimmung bzw. Planimetrie der Herzscheiben wurde mit der Software
SigmaScan erhoben. Dabei wurden zur Bestimmung der InfarktgroBe und zur besseren
Unterscheidung der Gewebe die Farbsittigung und der Kontrast fiir alle Bilder gleichermallen
angepasst. Die Infarktareale waren als wei3-griuliche und das vitale Gewebe als rotliche Areale
sichtbar (Abb. 6). Die Flachen der Infarktareale des linken Ventrikels sowie Gesamtfldche des
linken Ventrikels aller Herzscheiben eines Herzens wurden bestimmt und jeweils addiert.
AnschlieBend wurde die Infarktgroe ins Verhiltnis zur Gesamtfldche des linken Ventrikels
aller Herzscheiben gesetzt. Das Ergebnis dieser Division ergab die prozentuale Infarktgrofie

eines Herzens. Diese Auswertung wurde von einem verblindeten Untersucher durchgefiihrt.

2.2.4 Himodynamische Auswertung

Uber den im linken Ventrikel platzierten Ballon wurden der minimale und der maximale
linksventrikuldre Druck sowie die Herzfrequenz (Herzschldge pro Minute) {iber die gesamte
Versuchsdauer aufgezeichnet. Die weiteren Parameter wurden aus diesen Werten berechnet
bzw. abgeleitet. Im Tabellenkalkulationsprogramm wurden die hamodynamischen Werte wie
die Herzfrequenz, maximaler linksventrikuldrer Druck und Koronarfluss (Tabelle 5) zu

definierten Zeiten tabellarisch zusammengetragen.

Tabelle 5: Uberblick und Beschreibung der gemessenen himodynamischen Parameter

Himodynamische Abkiirzung Einheit Beschreibung

Werte

Herzfrequenz HR [bpm] Herzschldge pro Minute
maximaler LVPmax [mmHg] maximaler Druck im linken Herzventrikel,
linksventrikuldrer der am Ende der Diastole herrscht und nicht
enddiastolischer eingestellt wird

Druck

Koronarfluss CF [ml/min] koronares Effluat aus dem

Koronarvenensinus, der zu definierten
Zeiten liber eine Minute gemessen wurde
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2.2.5 Statistische Auswertung

Die mit der Statistiksoftware berechnete GruppengroB3e fiir die Studie betrug 10 Versuchstiere
(n = 10) pro Gruppe bei einer Power von 0,8 (p <0,05; Standardabweichung 15 %; zweiseitig),
um eine InfarktgroBendnderung von 25 % detektieren zu konnen. Die Auswertung der
hdamodynamischen Variablen zu den verschiedenen Zeiten wurde mit einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) und einem Tukey-Post-hoc-Test (GraphPad V7.01) durchgefiihrt.

Die Daten beziiglich des Gewichts, des ischdmischen Kontrakturmaximums und der
InfarktgroBe wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA und mit Tukey-Post-hoc-Test
analysiert. Anderungen wurden als statistisch signifikant angesehen, wenn p <0,05 war. Alle

Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung (SD) in Tabelle 6 dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Korpergewicht, Herzgewicht und Ischimieparameter

Von allen Versuchstieren wurden das Korpergewichts sowie das Herztrocken- und -
nassgewicht erfasst (Tabelle 5). Zusétzlich wurden auch Zeitpunkt und Hohe der maximalen
Kontraktur (IS-Peak) der Myozyten in der globalen Ischdmiephase aufgezeichnet. In der
Kontrollgruppe lag das Korpergewicht durchschnittlich bei 296 + 18g, das Herztrockengewicht
bei 0,122 + 0,03g, das Herznassgewicht bei 1,28 + 0,04g. Der IS-Peak trat zum Zeitpunkt 17
+ 2 Minuten in der Ischimie auf mit einer maximalen ischimischen Kontraktur von 66 +
10mmHg. Bei keinem dieser Parameter wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen Gruppen festgestellt [95].

Tabelle 6: Ubersicht des Korpergewichts, Herztrocken- und nassgewichte sowie Zeitpunkt und Hohe der maximalen
ischimischen Kontraktur. Modifiziert nach Raupach et al. 2021 [95].

Versuchs- n Korpergewicht Herztrocken- Herznass- Zeitpunkt der Hohe der
gruppe [g] gewicht gewicht maximalen maximalen
[g] [g] ischimischen ischidmischen
Kontraktur Kontraktur
[Min.] [mmHg]
Con 10 296 + 18 0,12+ 0,03 1,28 £ 0,04 17+2 66+ 10
Behandlung Dex 10 301+ 14 0,09 = 0,01 1,31 + 0,04 17+1 68+ 7
in der
frithen SHD+Dex 10 300 + 30 0,10 + 0,02 1,30 + 0,06 17+2 60 £ 15
Reperfusion
5HD 10 304 + 28 0,10 = 0,02 1,30 + 0,04 18+4 68+ 8
Pax+Dex 9 305 £33 0,11 £0,01 1,31 £0,06 17+3 68 +21
Pax 9 295 +27 0,11 +0,03 1,30+ 0,07 17+£2 71+15
Behandlung Dex30' 10 299+ 11 0,11 +£0,04 1,28 £ 0,04 17+2 59+ 8
in der
spaten SHD+Dex30" 10 311+24 0,10 £ 0,02 1,33 +£ 0,05 18+2 70+ 13
Reperfusion
Pax+Dex30' 9 302+ 18 0,10 = 0,02 1,31 0,05 18+2 65+ 7

Alle Daten sind Mittelwert + Standardabweichung.
Con = Kontrollgruppe; Dex = Dexmedetomidin-Gruppe; Pax = Paxillin-Gruppe; SHD = 5-Hydroxydecansdure-Natriumsalz-
Gruppe; g = Gramm; Min. = Minute; mmHg = Millimeter-Quecksilbersdule; n = Anzahl; 30' = zur 30. Minute
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3.2 Effekt auf die Infarktgrofie

Die InfarktgroBe ist in Abb. 7 als prozentualer Anteil des Risikogebiets (Area at Risk, AAR)
angegeben und betrigt in der Kontrollgruppe Con 57 + 9 %. Durch die Behandlung in der
frithen Reperfusionsphase mit Dex (Gruppe Dex) wurde die Infarktgrofe signifikant auf 31 +
7 % (p <0,0001 vs. Con) reduziert [95].

In der frithen Reperfusion inhibierte die zusitzliche Gabe des mKatp-Blockers SHD den
Infarktgroen-reduzierenden Effekt von Dex (SHD + Dex: 52 + 6 %; p <0,0001 vs. Dex). Auch
die Kombination des mKca-Blockers Pax mit Dex hob die Reduktion der Infarktgrof3e durch
Dex auf (Pax + Dex: 53 = 4 %, p <0,0001 vs. Dex). Die Infarktgrée wurde durch die Gabe
von SHD oder Pax nicht beeinflusst (SHD: 54 + 8 %, p = 0,987 vs. Con; Pax: 53 £ 11 %, p =
0,947 vs. Con). Wihrend der spédten Reperfusion reduzierte die Behandlung mit Dex im
Vergleich zur Con-Gruppe ebenfalls die Infarktgroe signifikant (Dex30": 33 =10 %, p <0,0001
vs. Con). Die gleichzeitige Anwendung von SHD hatte keinen Einfluss auf die durch Dex
induzierte Verringerung der InfarktgroBBe (SHD + Dex30': 36 + 7 %, p <0,0001 vs. Con). Im
Gegensatz dazu hob die Verabreichung von Pax die kardioprotektive Wirkung von Dex auf

(Pax + Dex30": 58 £ 7 %, p <0,0001 vs. Dex30") [95].
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Abb. 7: Infarktgréfie in % zum Risikogebiet. Modifiziert nach Raupach et al. 2021 [95].

Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. * = p <0,05 vs. Con- Gruppe; # = p <0,05 vs. Dex-Gruppe;
§ = p <0,05 gegeniiber Dex30' -Gruppe, n=10

Con = Kontrollgruppe; Dex = Dexmedetomidin-Gruppe; Pax = Paxillin-Gruppe; SHD = 5-Hydroxydecansédure-Natriumsalz-
Gruppe; 30" = zur 30. Minute

3.3 Effekt auf die Himodynamik

Die hamodynamischen Werte (Tabelle 7) der Kontrollgruppe bezogen auf die Herzfrequenz
fielen wihrend der Versuchsdauer kontinuierlich nach der Baseline ab (Con zur Baseline: 307
+ 36 bpm; zur 30. Minute: 270 £+ 92 bpm; zur 45. Minute: 244 + 70 bpm; zur 60. Minute: 256
+ 81 bpm). In der frithen und spiten Reperfusionsphase konnten bei Dex, SHD, Pax und bei der
Kombination beider Blocker mit Dex nach der Baseline ein Abfall der Herzfrequenz festgestellt
werden, jedoch ohne einen signifikanten Unterschied [95].

Der maximale linksventrikuldre Druck (LVDP) in der frithen und spéten Reperfusion fiel in der
Baseline ebenfalls signifikant ab (Con zur Baseline: 136 + 26 mmHg; zur 30. Minute: 39 + 27
mmHg; zur 45. Minute: 47 = 22 mmHg; zur 60. Minute: 46 = 22 mmHg) [95]. Parallel dazu
fiel auch der Koronarfluss kontinuierlich nach der Baseline ab (Con zur Baseline: 16 + 3
ml/min; zur 30. Minute: 10 + 3 ml/min; zur 45. Minute: 9 £ 2 ml/min; zur 60. Minute: 8 + 2

ml/min) [95].
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Tabelle 7: Ubersicht der gemessenen hiimodynamischen Parameter. Modifiziert nach Raupach et al. 2021 [95].

Baseline Reperfusion [Min.]
30 45 60

Herzfrequenz [bpm]

Con 307 + 36 270+ 92 244 + 70 256 + 81
Behandlung in Dex 302 +53 259 + 68 244 + 65 210+ 73
der frithen SHD+Dex 322 +28 249 + 77 235+ 73 252+ 73
Reperfusion SHD 291 £33 226 + 68 256 £ 63 255+ 51

Pax+Dex 296 £ 41 176 + 52 191 + 46 217 + 81

Pax 286 £29 207 £49 234 + 60 219+ 67
Behandlung in Dex30' 304 £ 37 259 £33 207 £ 65 242 +42
der spiten SHD+Dex30' 289 + 44 21771 229 + 62 233+ 65
Reperfusion Pax+Dex30' 303 £46 234+ 51 218+ 72 244 + 61
Maximaler linksventrikulirer Druck [mmHg]

Con 136 + 26 39 +£27* 47 £ 22% 46 +22%
Behandlung in Dex 148 £25 30+ 11* 39+ 12% 39+ 15*
der friihen SHD+Dex 118 +27 32+ 18%* 34 +19* 32+£17*
Reperfusion SHD 151 £27 33+ 14* 36+ 15* 34 +£17*

Pax+Dex 126 + 27 30+ 13* 36+ 13* 30+ 17*

Pax 145 + 32 37+ 9% 42 + 13* 42 + 15%
Behandlung in Dex30' 127 £24 39 +£20%* 36 +24* 35+ 18*
der spiten SHD+Dex30' 138+ 35 37 £ 14* 33+£17* 30+ 17*
Reperfusion Pax+Dex30' 133 +23 32+ 16* 28 + 15% 26 + 16*
Koronarfluss [ml/Min.]

Con 16 £3 10 £ 3* 9+ 2% 8+ 2%
Behandlung in Dex 17+2 9+ 3% 8+ 3* 7+ 2%
der friihen SHD+Dex 16 £3 8+ 2% 7+£2% 6+ 2%
Reperfusion SHD 16+3 9+3* 8+ 2% 7+ 2%

Pax+Dex 15+3 6+ 1% 6+ 1% 5+ 1%

Pax 16+2 8+ 3* 8+ 3% 8+ 3%
Behandlung in Dex30' 16+3 9+2% 8+ 2% 7+ 2%
der spiten SHD+Dex30' 15+£3 8 £2% 7+ 2% 6+ 1*
Reperfusion Pax+Dex30' 17+3 9+ 3* 8 £ 3% 8+ 3%

Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. * = p <0,05 gegeniiber Baseline
bpm = beats per minute (Schlidge pro Minute); Min. = Minute; ml/Min. = Milliliter pro Minute; mmHg = Millimeter-

Quecksilbersiule;

Con = Kontrollgruppe; Dex = Dexmedetomidin-Gruppe; Pax = Paxillin-Gruppe; SHD = 5-Hydroxydecansdure-Natriumsalz-

Gruppe; 30" = zur 30. Minute
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4 Diskussion
4.1 Diskussion der Ergebnisse

4.1.1 Infarktgrofle und Himodynamik

Bei der Fragestellung nach einer Beteiligung der mitochondrialen Kalium-Kanéle an der Dex-
induzierten Kardioprotektion wurden als primdre und sekundédre Endpunkte die Infarktgrofe
und die Hiamodynamik beurteilt. In den Untersuchungen lag die Infarktgrofe bei den
Kontrollherzen (Con) bei ca. 60 % lag (siche Abb. 7). In der Dex-Gruppe konnte wéhrend der
friihen Reperfusion eine reduzierte Infarktgrofe festgestellt werden. Somit konnte erneut
gezeigt werden, dass die Postkonditionierung mit Dex eine Kardioprotektion nach I/R-Schaden
vermittelt. Dieser protektive Effekt wurde durch die gleichzeitige Gabe von SHD oder Pax
vollstdndig aufgehoben. Jeweils allein hatten beide Blocker jedoch keinen Einfluss auf die
InfarktgroBe. In der spédten Reperfusion kam es bei der Dex30'-Gruppe im Vergleich zur Con-
Gruppe ebenfalls zu einer signifikanten Verringerung der Infarktgroe und damit zu
Kardioprotektion. Die gleichzeitige Verabreichung von SHD hatte keinen Einfluss auf die Dex-
induzierte Reduktion der InfarktgroBe. Im Gegensatz dazu hob die Verabreichung von Pax den
kardioprotektiven Effekt der Behandlung mit Dex wéhrend der spédten Reperfusion vollstindig
auf [95].

Die hamodynamischen Variablen aller Gruppen sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Zwischen den
Gruppen und innerhalb jeder Gruppe wurden wihrend der Reperfusion keine signifikanten
Unterschiede bei Herzfrequenz, maximalem LVDP und Koronarfluss festgestellt. Wahrend der
Reperfusion nahmen in allen Gruppen sowohl LVDP als auch Koronarfluss signifikant ab. Der
LVDP war in allen Gruppen im Vergleich zum Ausgangswert signifikant reduziert, was auf die
postischdmische Kontraktilititsstorung aufgrund des Vitalitdtsverlust hinweist. Zwischen den
Gruppen waren trotz deutlicher Verdanderungen der InfarktgroBe keine Unterschiede im LVDP
nachweisbar [95]. Dies deutet darauf hin, dass die Dex-Postkonditionierung in unserem Modell
kardioprotektiv wirkt, indem sie den Zelltod und wahrscheinlich nicht die kontraktile
Dysfunktion vermindert. Beide Ereignisse sind oft das Ergebnis derselben Mechanismen, aber
der Schutz vor kontraktiler Dysfunktion ist nicht identisch mit dem vor dem Zelltod [160].
Unsere Reperfusionszeit betrug 60 Minuten, sodass wir lediglich eine Aussage fiir diese
Zeitspanne machen konnen. Dass wir keine Auswirkungen auf die Herzfunktion feststellen

konnten, konnte auf eine sogenannte myokardiale Dysfunktion infolge der verlidngerten
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Ischdmie und Reperfusion zuriickzufiihren sein [161]. Eine postischdmische myokardiale
Betdubung nach einem nicht tddlichen Infarkt kann die Herzfunktion mehrere Tage lang
beeintrichtigen. Dennoch stehen unsere Ergebnisse im Gegensatz zu denen von Riquelme et
al., die eine verbesserte Erholung der Herzfunktion nach einer Prikonditionierung mit Dex
beschreiben [162]. Riquelme et al. fiihrten eine 25-miniitige Vorbehandlung mit Dex als
Priakonditionierungsstimulus mit einer hoheren Dex-Konzentration vor 30 Minuten globaler
Ischdmie und 120 Minuten Reperfusion durch [162]. In der vorliegenden Studie untersuchten
wir die Dex-induzierte Kardioprotektion wihrend der Reperfusionszeit, d. h., der Eingriff
erfolgte nach der Ischdmie und nicht davor [95]. Daher konnte die in der Studie von Riquelme
et al. beobachtete Wirkung auf die Herzfunktion auf bis zu drei Faktoren zuriickzufiihren sein:
(1) hohere Dex-Konzentration, (2) verkiirzte Dauer der globalen Ischimie im Vergleich zu
unserem Protokoll und (3) doppelt so lange Reperfusionszeit wie in unserer Studie.
Einhergehend mit dieser Annahme haben Braunwald et al. eine Art Grenzwertphdnomen fiir
die Auswirkung der Ischdmie-Dauer auf die myokardiale Erholungszeit beschrieben [161].

Um eine differenzierte Klarung dieser unterschiedlichen Ergebnisse in Bezug auf die Wirkung
von Dex auf die kontraktile Dysfunktion zu erreichen, wire zusétzlich ein /n vivo-1/R-Modell

erforderlich.
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4.1.2 Mitochondriale Kalium-Kanile

Die Ergebnisse zeigen erstmals, dass mKatp- und mKca-Kanile am infarktgroBenreduzierenden

Effekt der Dex-induzierten Postkonditionierung beteiligt sind (Abb. 8).

Kardiomyozyt

—— Dexmedetomidin

Kardioprotektion mPTP |

Abb. 8: Mitochondriale Wirkung von Dexmedetomidin.
Dex = Dexmedetomidin; mKatp = mitochonondrialer ATP-aktivierender Kalium-Kanal; mKca = mitochondrialer Calcium-
aktivierender Kalium-Kanal; mPTP = mitochondriale Permeabilitidts-Transitions-Pore

Wihrend der frithen Reperfusion hemmen spezifische Blocker von mKatp- und mKca-Kanélen
die Kardioprotektion durch Postkonditionierung mit Dex. Im Gegensatz dazu wird die
Postkonditionierung mit Dex wihrend der spdten Reperfusion ebenfalls durch die Blockade des
mKca-Kanals gehemmt, jedoch nicht durch die Blockade der mKarp-Kanile. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass die Postkonditionierung mit Dex widhrend der friithen Reperfusion die
Aktivierung beider Kalium-Kanéle beinhaltet, wohingegen der kardioprotektive Effekt
wihrend der spédten Reperfusion nur durch die Aktivierung von mKca-Kanélen vermittelt zu

werden scheint [95].

4.1.2.1 Friihe Reperfusionsphase

In der frithen Phase der Reperfusion wird eine Verringerung der Infarktgrof8e durch Dex mit
dem mKca-Inhibitor Pax aufgehoben und zeigt somit, dass Dex iiber den mKca-Kanal eine
Kardioprotektion vermittelt [95]. Der mKca-Kanal gehort zu den spannungsgesteuerten

Kalium-Kanélen und ist fiir die Aufrechterhaltung der Calcium-Homoostase iiber die Steuerung
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der Transmembranspannung und der intrazelluldren Calcium-Konzentration verantwortlich
[90]. Zudem verhindern die mKca.-Kanile eine unkontrollierte Offnung der mitochondrialen
Ubergangspore und spielen so eine zentrale Rolle beim Schutz des Herzens vor dem

ischdamischen Zelltod [163].

Pax ist ein positiver allosterischer Modulator von mKca-Kanélen, der zu einer starken
Stabilisierung der geschlossenen Konformation dieses Kanals fiihrt, denn es hat eine 1000-fach
stirkere Affinitdt fiir geschlossene Kanéle als fiir offene [164, 165]. Aufgrund seiner
Eigenschaft als potenter und selektiver Inhibitor des mKca-Kanals [143, 150, 166, 167] ist Pax
ein gingiger Kanalblocker fiir Studien zur Untersuchung von Medikamenteneinfluss auf die
Infarktgrofe. Es besteht jedoch keine Zulassung fiir die klinische Anwendung. Die Pax-
Konzentration betrug in dieser Studie 1 pM und beruht auf Vorstudien, in denen nachgewiesen
werden konnte, dass diese Konzentration fiir die spezifische Hemmung des mKca-Kanals
ausreicht [168, 169]. Bei dieser Konzentration wurde zudem kein eigener Einfluss von Pax auf
die Himodynamik oder die kardiale Funktion festgestellt. Die Herzfrequenz blieb konstant, der
Koronarfluss und der linksventrikuldre Druck sanken in der Pax-Versuchsgruppe genauso wie
in den anderen Versuchsgruppen. Beim Einsatz hoherer Pax-Konzentrationen konnen dariiber
hinaus verschiedene Isoformen der sarko-/endoplasmatischen Retikulum-Calcium-ATPase
(SERCA) [170] und der cerebellaren Inosit-1,4,5-Trisphophat-Rezeptoren [133] gehemmt
werden. Die Konzentration muss jedoch dafiir mindestens fiinfmal hoher sein als in dieser

Studie [95].

Der mKarp-Kanal-Inhibitor SHD vermindert die Protektion der Postkonditionierung mit Dex
wihrend der frithen Reperfusionsphase, was auf eine Beteiligung der mKarp-Kanéle zu diesem
Zeitpunkt hinweist. Somit zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit erstmals eine Beteiligung von
mKartp-Kanélen an der Kardioprotektion durch eine Postkonditionierung mit Dex [95]. Wie bei
Pax wurde auch bei SHD kein eigener Einfluss auf die Herzparameter, die Himodynamik oder
die kardiale Funktion festgestellt [95]. SHD wird in experimentellen Studien eingesetzt, um die
durch mKarp-Aktivierung induzierte ischdmische Konditionierung und Kardioprotektion zu
blockieren [117, 171]. Auch bei anderen Organen konnte Dex einen protektiven Effekt mittels
mKarp-Kanéle vermitteln. Bei zerebralem I/R-Schaden zeigten Yuan et al. eine Schutzwirkung
von Dex durch Aktivierung von mKarp-Kanilen in einem In vivo-Rattenmodell [172] . Die
intraperitoneale Injektion von Dex vor der Ischdmie schiitzte das Gehirn vor einem I/R-

Schaden, wihrend die zusétzliche Anwendung des mKarp-Kanalblockers SHD diesen Effekt
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authob [172]. Daher scheint Dex eine Offnung von mKarp-Kanilen zu induzieren, um seine
Organschutzwirkung zu vermitteln. Minaei et al. untersuchten in einem In vivo-Ratten-
Parkinson-Modell die neuroprotektive Wirkung von Dex. Dabei wurde gezeigt, dass die Dex-
Wirkung durch den mKarp-Kanal-Inhibitor Glibenclamid abgeschwicht wurde [173]. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass Dex seine Wirkung iiber den mKarp-Kanal

vermittelt.

Das 5SHD wird in experimentellen Studien eingesetzt, um die induzierte ischdmische
Konditionierung und Kardioprotektion zu blockieren [117, 171]. Es wird vermutet, dass SHD
im Unterschied zu anderen Medikamenten einen gewissen Grad an Ischdmie-Selektivitdt
beziiglich der Modulation der gefdBerweiternden und kardioelektrophysiologischen Wirkung
besitzt. McCullough et al. beweisen, dass SHD zwar an Karp-Kanédlen im Herzmuskel wirken,
jedoch keine Affinitdt zu den Kalium-Kanélen in der glatten Muskulatur besitzen [129]. Die
dabei verwendete SHD-Konzentration von 100 pM war ausreichend, um die Karp-Kanile am
Herzen zu inhibieren. [129]. Notsu et al. zeigten, dass die Verabreichung von SHD eine
passende Dosis-Wirkungs-Beziehung mit einem Hill-Koeffizienten von 0,88 zeigt und damit
eine Stochiometrie von 1:1-Bindung am Katp-Kanal vorliegt [174]. Dabei wirkt SHD an der
gleichen Bindungsstelle wie ATP, doch moduliert es selbst die Bindung von ATP nicht [174].
Stroethoff et al. konnten mittels Ramelteon-induziertenr Kardioprotektion mit 100 uM SHD
[119] die Protektion des Herzens vollstdndig autheben, was auf eine Notwendigkeit des mKare-
Kanals hinweist. Auch anderen Studien bestitigen, dass Kardioprotektion durch RIPC [175],
ischamische Prd- und Postkonditionierung [176-178], und pharmakologische Prd- und

Postkonditionierung [179] durch SHD gehemmt wird.

Die mKca- und mKarp-Kanéle sind von hoher Relevanz fiir die Kardioprotektion, wie in
verschiedenen Studien beschrieben wurde [119, 180, 181]. Eine Aktivierung dieser Kanile
fithrt zur Hemmung der mPTP als entscheidender Schritt in der Signalkaskade der Ramelteon-
induzierten Prikonditionierung [119]. Auch Zhao et al. konnten nachweisen, dass der
kardioprotektive Effekt durch Aktivierung von mKarp-Kandlen vermittelt wird und dabei
sowohl eine Verringerung der Ca?*-Uberladung und der ROS als auch die Hemmung der
mPTP-Offnung erreicht wird. [180]. Mit diesen Studien konnte ein Zusammenspiel zwischen
dem mKarp-Kanal und der mPTP gezeigt werden, das einen entscheidenden Einfluss auf die

Kardioprotektion hat.
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4.1.2.2 Spite Reperfusionsphase

In der spéten Reperfusionsphase konnte der protektive Effekt von Dex reproduziert werden
[95]. Der mKca-Kanalblocker Pax hebt die kardioprotektive Wirkung von Dex auf. Das deutet
darauf hin, dass der mKca-Kanal auch wihrend der spiten Reperfusion eine entscheidende
Rolle fiir die Kardioprotektion spielt. Diese Beobachtung unterstreicht die hohe Relevanz
dieses Kanals fiir die Kardioprotektion. Die Bedeutung von mK ca-Kanilen zeigten Goswami et
al. in einer Studie zur Untersuchung der ischdmischen Prikonditionierung, an den Herzen von
transgenen Mausen. Sie verglichen die transgenen Miuse, die eine aktivierte Form von mKca-
Kanélen in Mitochondrien exprimierten, mit prikonditionierten Herzen von Wildtyp-Méausen
[182]. Dabei stellte man fest, dass prakonditionierte transgene Herzen die kleinste Infarktgrof3e
zeigten und besonders der I/R-Schaden durch verringerte mitochondriale ROS-Produktion
reduziert war [182]. Interessanterweise scheint die Funktion der mKca-Kanéle nicht durch das
Rattenalter beeinflusst zu werden. So zeigten Heinen et al. eine altersunabhidngige
Kardioprotektion in einem /n vivo-Rattenmodell mit jungen (2—4 Monate alten) und gealterten
(22-24 Monate alten) Wistar-Ratten bei Verwendung des mKca-Kanalaktivators NS1619 und
des mKca-Kanalblockers Iberiotoxin [183]. Diese und weitere Studienansétze zeigen somit,
dass die pharmakologische Behandlung von mKca-Kanélen vor oder nach Myokardischdmie
eine vielversprechende therapeutische Zielstruktur ist, um auch das gealterte Herz vor einem
I/R-Schaden zu schiitzen.

Die Dex-induzierte Kardioprotektion wird in der spdten Reperfusionsphase nicht durch den
mKartp-Kanal-Inhibitor SHD blockiert. Die Beobachtung, dass mKarp-Kandle nur wihrend der
frithen und nicht wihrend der spaten Reperfusion an der Postkonditionierung beteiligt sind,
steht im Einklang mit einer Studie von Barsukevich et al. [124]. Dabei fiihrten sie eine 30-
miniitige Myokardischdmie mit anschlieBender Postkonditionierung durch. In einer
Versuchsgruppe erfolgte eine sofortige ischdmische Postkonditionierung (nach 10 Sekunden)
und in einer anderen Versuchsgruppe eine frithe ischdmische Postkonditionierung (nach 10
Minuten). Dabei handelte es sich bei den Postkonditionierungen um insgesamt sechs Zyklen a
10 Sekunden Ischdmie. Die hochste Kardioprotektion konnte bei den beiden beschriebenen
Gruppen mit 43% InfarktgroBenreduktion beobachtet werden. Eine verzogerte [PostC, die 30
oder 45 Minuten nach Reperfusionsbeginn gestartet wurde, reduzierte ebenfalls die
Infarktgrofe um 36 bzw. 41%. Dagegen war eine [PostC, die 60 Minuten nach Beginn der
Reperfusion angewendet wurde, unwirksam. Im Anschluss untersuchten die Autoren die

zugrundeliegenden Signalwege und zeigten, dass der mKarp-Kanal-Blocker SHD die
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Kardioprotektion durch sofortige und frithe IPostC aufhob, jedoch keinen Einfluss auf die
verzogerte [PostC (30 oder 45 Minuten nach Beginn der Reperfusion) hatte [124]. Die
Ergebnisse von Barsukevich et al. unterstreichen damit die Daten dieser aktuellen Studie, dass
die frithe und spdte Postkonditionierung iliber verschiedene mitochondriale Kalium-Kanéle

vermittelt wird.

4.2 Diskussion von Material und Methoden

4.2.1 Das Langendorff-Modell und die TTC-Farbung

Fiir die Untersuchung der mKatp- und mKca-Kanalbeteiligung zu unterschiedlichen Zeiten der
Reperfusion wurde in dieser Studie die Ex vivo-Methode nach Langendorff verwendet.

Das Langendorff-Modell wurde fiir die Perfusion von isolierten Organen entwickelt und
ermoglicht die Durchblutung eines isolierten Saugetierherzens durch eine retrograde Perfusion
der Koronargefde [184] und machte somit den entscheidenden Forschungsschritt fiir die
Oxygenierung eines isolierten Herzens tber einen ldngeren Zeitraum [184]. Diese
Forschungsmethode wird bis heute vor allem in der Herzphysiologie zur Untersuchung der
Blutflussregulation und der kardialen Elektrophysiologie, der Forschung an der Infarktgrof3e
nach pharmakologischer Konditionierung sowie zur Erfassung zelluldrer Signalwege eingesetzt
[185, 186]. Die Besonderheit der Langendorff-Anlage ist, dass sie liber eine Kaniile die
Gefilversorgung retrograd iiber die Aorta ascendens mithilfe einer oxygenierten
Perfusionslosung gewihrleistet und dabei einen konstanten hydrostatischen Druck (60—100
mmHg) iiber die gesamte Versuchszeit ermoglicht. Der vorliegende Druck fiihrt zu einem
Verschluss der Aortenklappen, wodurch eine direkte Durchblutung des linken Ventrikels
verhindert wird. Das Perfusat wird in die Koronargefiflie geleitet, versorgt das tiber das
Myokard das gesamte Herz und tritt durch den Koronarsinus in den rechten Vorhof aus [187].
Der Vorteil des Langendorff-Modells ist die Ubersichtlichkeit, Einfachheit und hohe
Reproduzierbarkeit des Tierversuchs. Die vollstandige Isolierung des Herzens stellt sicher, dass
Beeinflussung der kardialen Funktion durch andere Organe, den systemischen Kreislauf oder
das Nervensystems ausgeschlossen sind [188]. Daneben kann durch die Einfachheit des
Modells ein breites Spektrum an Messungen und Parametern untersucht werden ohne die
Organfunktion zu beeinflussen oder einzuschrinken [189]. Trotz der Denervierung und des
Fehlens anderer peripherer Faktoren durch die Perfusion eines isolierten Organs ermoglicht die
Langendorff-Anlage hdufig eine Kompensation dieser Faktoren, z.B. durch Katecholamine

oder andere Neurotransmitter-Gaben in der entsprechenden Perfusat-Losung [187]. AuBerdem
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wird im Gegensatz zur In vivo-Methode die unkontrollierbare Freisetzung von Medikamenten
nach Einlagerung im Gewebe vermieden und die Studienmedikamente kdnnen exakt appliziert
werden. Dementsprechend sind die Studienergebnisse einheitlich und somit vergleichbar.
Insofern bietet das isolierte perfundierte Herz nach Langendorff einen exakten Priifstand fiir
sorgfiltig kontrollierte Dosis-Wirkung-Studien zu metabolischen oder pharmakologischen
Interventionen [187]. Zudem halten sich der Zeitaufwand und die Kosten fiir die Experimente
gering [188]. Durch Einfilhrung von standardisierten Bedingungen koénnen mogliche
Einflussfaktoren begrenzt und eingeschriankt werden; auf diese wird im Folgenden
eingegangen. Von der Herzentnahme bis zur Anbringung an die Langendorff-Apparatur
bestehen eine Reihe von potentiellen Gefahrenstellen, die die finale InfarktgroBe stark
beeinflussen konnen [190]. Das Herz kann beispielsweise wihrend der Explantation
komprimiert, beschéddigt oder prikonditioniert werden. Daher sind ein entsprechender geiibter
Handgriff, Routine und Kompetenz entscheidend. Auch spielt der Zeitfaktor eine wichtige
Rolle. Die Zeitspanne von 3 Minuten darf von der Herzentnahme bis zur Perfusion nicht
iiberschritten werden, da eine ldngere Zeit ohne Perfusion (im Sinne einer ischdmischen
Priakonditionierung) zu verfélschten InfarktgroBen fiihren kann [190]. Direkt nach der
Herzexzision sollte das Herz bis zur Perfusion an der Anlage in einer Natrium-Chlorid-Lésung
aufbewahrt werden, um Lufteinschliisse und damit Embolien zu vermeiden. Bei der
Anbringung des Herzens an die Anlage muss auf eine retrograde Fixierung der Aorta geachtet
werden, da durch ein zu tiefes Eindringen ein Defekt der Aortenklappe herbeigefiihrt werden
kann [185, 188]. Auch der Einbau des intraventrikuliren Messballons kann je nach
Herzanatomie das Versuchsergebnis beeinflussen, da es zur Reizung des endokardialen
Endothels fithren und die linksventrikuldre Funktion beeinflussen kann — mit der Folge einer
Verschlechterung der globalen Ventrikelfunktion und anschlieBender Herzrhythmusstorung.
Der Einbau eines Messballon mit einer geringen linksventrikuldren Druckeinstellung ist jedoch
notwendig, um die Messung der Himodynamik zu ermoglichen [191]. Die Art der Perfusion
am Langendorff-Modell ist ebenfalls entscheidend. In dieser Studie haben wir uns fiir eine
druckkonstante Perfusion an der Langendorff-Anlage entschieden [95]. Durch die
druckkontrollierte Perfusion kann das isolierte Herz die eigene Blutflussregulation und den
Druck in den Koronararterien wéhrend der Reperfusion und der globalen Ischdmie lenken, was
im Fall der flusskontrollierten Perfusion aufgehoben wiirde. Demzufolge ist die
druckkontrollierte Perfusion bei der Forschung an kiinstlich induzierter Myokardischdmie

vorteilhafter [187]. Zusétzlich ist die konstante Herzaktion — im Gegensatz zur flusskonstanten
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Perfusion — bei geniigend Sauerstoffsittigung und konstantem Perfusatangebot iiber mehrere
Stunden gewaihrleistet [192, 193]. Ein weiterer Faktor ist die richtige Temperatur, der die
Herzaktivitit stark beeinflussen kann. Die physiologische Herzfrequenz bei Ratten liegt bei ca.
350 bpm [194]. Fiir die Versuche ist also eine physiologische, kontinuierliche und konstante
Temperatur von 37 °C entscheidend [186], da eine minimale Temperaturabweichung die
Inotropie und die Herzfrequenz modulieren [187, 195] und im Extremfall eine
prikonditionierende oder sogar eine (verfdlschende) kardioprotektive Wirkung haben kann
[185]. Das isolierte Rattenherz hat eine gro3e Oberflache verglichen mit dem Herzvolumen,
dementsprechend droht dem Herzen im Normalfall die Unterkiihlung [185]. Um eine
Unterkiihlung zu verhindern, werden die Krebs-Henseleit-Losung und der Warmeschild um das
Herz herum in zwei eigenstindigen Kreisldufen aufgewérmt. Innerhalb der erwérmten Perfusat-
Losung kann es zudem zu verschiedenen Zeitpunkten an der Langendorff-Anlage zur
Entstehung von Luftblasen kommen, da durch die Schlauchpumpe das Perfusat zu Beginn der
Versuchsvorbereitung Luftblasen enthalten kann. Um eine entsprechende Luftembolie der
Koronararterien zu vermeiden, muss jedoch das Schlauchsystem frei von Luft sein. Dazu wurde
der Luftfanger (Abb. 4) in das System integriert, um eventuell Luftblasen aufzufangen und
Lufteinschliisse zu verhindern. Vor jedem Versuch wurde die Anlage von zwei qualifizierten
Mitarbeitern der Studie entliiftet und kontrolliert. Neben der moglichen Gefahr der Luftembolie
konnen auch Algen oder dhnliche Mikroben die Koronargefafle verstopfen. Deshalb sollte der
gesamte Perfusionskreislauf von der Perfusionsflasche bis zum Herzen so kurz wie moglich
gehalten werden. Da die Freisetzung von Endotoxinen aus Mikroben auch die Leistung des
isolierten Herzens erheblich manipulieren und die experimentellen Ergebnisse nachteilig
beeinflussen kann [185], ist eine entsprechende Reinigung wichtig. Einige Forscher greifen hier
auf Breitbandantibiotika in ihren Perfusionsmedien zuriick, was jedoch auch kritisiert wird
[187]. Bell et al. empfehlen dagegen die téglichen Spiilung der Anlage mit {iber 80 °C heiflem
Wasser und alle zwei Wochen eine griindlichere Reinigung mit Decon-90 oder 10-prozentiger
Salzsdure, um eine zusidtzliche Manipulierung auszuschlieBend. Basierend auf dieser
Empfehlung haben wir uns in dieser Studie fiir die Reinigung nach jedem Tierversuch mit 80
°C heiem, doppeldestilliertem Wasser und einmal wochentlich mit 1,5-prozentiger Salzsdure
und im Anschluss eine Spiilung mit doppeldestilliertem Wasser entschieden, um Algen- und
Substanzablagerungen zu eliminieren [185].

Die InfarktgroBenbestimmung mittels TTC-Farbung ist eine anerkannte und etablierte Methode

[196]. Ferrera et al. zeigten, dass eine 60-miniitige Reperfusion ausreichend ist, um die
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InfarktgroBe isolierter Rattenherzen mithilfe von TTC-Féarbung zu beurteilen [197]. In dieser
Studie betrug die Reperfusionszeit 60 Min. [197], wodurch die Ergebnisse nach TTC-Férbung
und Auswertung eine giiltige Aussagekraft besitzen [95]. Auch wenn Studien an isolierten
perfundierten Herzen wertvolle Informationen dariiber liefern konnen, was unter
pathologischen Bedingungen im isolierten Tierherz geschieht, sollte nicht vergessen werden,
dass die Ubertragung der Resultate auf den Krankheitsverlauf beim /n vivo-Modell mit

entsprechender Vorsicht durchgefiihrt werden sollte [188].

4.2.2 Perfusion mit modifizierter Krebs-Henseleit-Losung

Eine weitere standardisiertes Element fiir diese Arbeit ist die bekannte modifizierte Puffer-
Losung nach Krebs und Henseleit. Nachdem 1889 gezeigt wurde, dass Blut - das urspriinglich
von Langendorff zur Perfusion der Herzen verwendet wurde - durch ein mit Glukose als
Néhrstoff angereichertes Salzmedium ersetzt werden kann, wurde von den Forschern Krebs
und Henseleit eine Gewebeperfusionslosungen flir Sdugetiere entwickelt [198]. Sie
entwickelten eine physiologische Salzperfusionsfliissigkeit auf Bicarbonat-Basis, die den
Gehalt der wichtigsten Ionen von Blutplasma nachbildet und bei 37 °C mit kontinuierlicher
Carbogen-Begasung (5 % CO2 und 95 % O2) einen pH-Wert von 7,4 aufweist sowie eine
ausreichende Sauerstoffkonzentration gewihrleistet [189]. Urspriinglich bestand die erste
Krebs-Henseleit-Losung aus einer Mischung aus 118 mM NaCl, 4,7 mM KCIL, 1,2 mM MgSOa,
1,2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 2,52 mM CaCl> und 11 mM Glukose [199]. Der
physiologische Anteil an Glukose im Blut bei Ratten betrigt jedoch 5,6-6,5 mmol/l [200]. Der
Grund fiir den erhohten Glukosebedarf in der Perfusionslosung ist die Sicherstellung der
Energieversorgung des Myokards, da Glukose hier als einziger Energielieferant dient. Kritisch
ist zu beobachten, ob der erhohte Anteil an Glukose einen diabetischen Metabolismus
verursacht [185] und in welchem MaBle eine vorlibergehende erhohte Glukose-
Stoffwechsellage die InfarktgroBe beeinflusst. Der Kalium- und der Calcium-Anteil sind
ebenfalls nicht physiologisch, da diese normalerweise an Molekiile und Proteine gebunden
sind, die bei der Forschung mit perfundierten Herzen jedoch fehlen [188]. Mit den Jahren wurde
die Krebs-Henseleit-Losung modifiziert und zur Erfiillung der Anforderungen bestimmter
Studien konnen zusétzliche Substanzen eingesetzt werden, wie z. B. Insulin, Pyruvat oder
Fettsduren bei KHP-Losungen mit niedrigem Glukosegehalt [201-203]. Jedoch kann die
Perfusionslosung bei Zugabe von Pyruvat und Fettsduren durch die Carbogen-Begasung

aufschdumen und das Embolie-Risiko erh6hen [185]. Deshalb wurde fiir die Versuche im
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Rahmen dieser Arbeit eine modifizierte KHP-Losung verwendet, aber auf die zuséitzliche
Substratgabe verzichtet [95].

Trotz der Einfachheit, der Verbreitung und der kostengiinstigen Herstellung weisen kristalloide
Losungen wie die KHP-Losung einige Einschrankungen auf. Sie fiihren aufgrund der geringen
Sauerstofftransportkapazitit zu einer stark erhdhten Koronarflussrate im Vergleich zu Vollblut
oder mit roten Blutkdrperchen angereicherten Losungen. Die Folge der erhohten Flussrate ist
eine Belastung entlang des Endothels der Koronararterien, und mit dem Fehlen eines
kolloidalen osmotischen Drucks kann dies zu einem Gewebeddem am Herzen fithren [204].
AulBlerdem hat das Fehlen der proteinhaltigen, hormonellen und zelluliren Komponenten des
Blutes ebenfalls Einfluss auf das Myokardgewebe. Bei Tierversuchen mit kurzer Dauer hat das
mogliche KHP-induzierte Gewebeddem allerding keinen signifikanten Einfluss [205] und hat
sich als eine gédngige Pufferlosung fiir kurze Studien bewihrt [185, 206, 207].

Eine andere Option wire bei ldngerer Versuchsdauer die Perfusion mit blut- oder
erythrozytenhaltigen Losungen [188]. Vollblut ist die physiologischste Variante zur Perfusion
des Herzens. Aufgrund seiner Zusammensetzung, des Proteingehalts und der Viskositit
befindet sich der Koronarfluss damit auf physiologischem Niveau. Auflerdem ist die
Sauerstofftransportkapazitiit von Blut groBer und das Risiko der Odembildung in den Myozyten
kleiner als bei der KHP-Losung, was zu einer effizienteren Sauerstoffversorgung des Myokards
fiihrt [188]. Neben einer hohen Sauerstofftransportkapazitit bieten die Erythrozyten auch eine
Quelle fiir Antioxidantien und antioxidative Enzyme wie Katalase, die den Gehalt an
myokardialem Wasserstoffperoxid und die durch Reperfusion verursachte Schidigung
verringern konnen [208]. Allerdings bestehen auch bei Vollblut Nachteile wie z.B. die
komplizierte und teure Aufbereitung [191]. Storfaktoren wie eine Inflammation am Herzen
durch neutrophile Granulozyten und Schadigung der Erythrozyten durch schaumbildende
Begasung konnen durch Membranoxygenatoren vermieden werden [187]. Dennoch ist eine
fortschreitende Hamolyse der roten Blutkdrperchen wahrend der Perfusion nicht zu verhindern
[209, 210]. Dazu sind groBe Blutmengen notwendig, die nur durch Unterstiitzungstiere
gewonnen werden konnen [187,211-213]. Dabei kann es mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer
Kontamination des Unterstiitzungstiers durch Endotoxin oder Mikroben in der Umgebung des
offenen Herzsystems kommen, wodurch die Herzaktivitdt stark beeinflusst werden kann [188].
Das durchblutete isolierte Herzpréparat ist zwar ein etabliertes Modell fiir die Herz-Kreislauf-
Forschung und wird erfolgreich bei der Untersuchung verschiedener kardiovaskuldrer

Pathologien eingesetzt, es wird aber an der Langendorff-Anlage rezirkuliert und bewirkt eine
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unumgingliche Hé@molyse der Erythrozyten [209, 210]. Durch die Verwendung von
kristalloider Perfusionslosung mit roten Blutkorperchen konnen einige der o. g. Nachteile
iiberwunden werden, jedoch widre auch hier die Herstellung und Autfbereitung teuer,
zeitintensiv und technisch schwierig zu handhaben [188]. Die KHP-Losung stellt deshalb bei
dieser Studie eine qualitative und kostengiinstigere Option zur kristalloiden Losung mit roten

Erythrozyten dar [95].

4.2.3 Sedierung mit Pentobarbital

Fiir die Sedierung der Versuchstiere wurde das Barbiturat-Derivat Pentobarbital (Narcoren)
verwendet. Es flihrt zu einer funktionellen Hemmung der Formatio reticularis und zur
unspezifischen Hemmung des Zentralnervensystems [214]. Deshalb hat es sich in der
Tiermedizin als ein gidngiges Euthanasiemittel bewéhrt und gilt als eine der sichersten Methode
zur Euthanasie [215]. Aufgrund des geringen Einflusses, seiner etablierten Wirkung und
sicheren Methode wurde das Pentobarbital intraperitoneal zum Versuchsbeginn vor der

Dekapitation mit einer maximalen Wirkdauer von 5 Minuten injiziert [95].

4.2.4 Dexmedetomidin

Dex ist ein hochselektiver a2-Adrenorezeptor-Agonist. Seit seiner Zulassung fiir die Sedierung
auf der Intensivstation haben sich seine Anwendungsmoglichkeiten aufgrund seines
Wirkmechanismus, seiner minimalen Auswirkungen auf den Atemantrieb und seines idealen
Sicherheitsprofils erheblich erweitert [216]. Zu den Anwendungsgebieten gehdren die
Pramedikation bei padiatrischen und erwachsenen Patienten, die prozedurale Sedierung und die
Unterstiitzung von Allgemein- und Regionalanésthesie, die perioperative Schmerzkontrolle
und das postoperative Delirium. Klinische Studien zeigen, dass Dex nur geringe Auswirkungen
auf den Atemantrieb hat. Dennoch kann es in Kombination mit anderen Anésthetika eine
Atemwegsobstruktion verursachen [216, 217].

Mehrere Studien und Meta-Analysen deuten auBBerdem darauf hin, dass die Verwendung von
Dex im Vergleich zu anderen Sedativa mit weniger Delirium und kognitiven Stérungen, einer
schnelleren Entwohnung von der mechanischen Beatmung und einer kiirzeren Zeit bis zur
Extubation verbunden ist [218, 219]. Seit 2022 liegt jedoch zu Dex ein Rote-Hand-Brief vor.
Dieser basiert auf einer randomisierten klinischen Studie, in welcher die Dex-Gabe bei

Intensivpatienten jiinger als 65 Jahren eine im Vergleich zu anderen Sedativa hhere Mortalitdt
aufwies [220].
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Andere Studien zeigten, dass Dex verschiedene Entziindungsprozesse hemmen kann, da es die
Aktivitidt des Immunsystems steigert, wiahrend es die systemische Reaktion reduziert und die
Zytokinausschiittung senkt. Dartiber hinaus kann Dex Herzschdden wihrend der Sepsis lindern,
indem es sich positiv auf die Mikrozirkulation auswirkt. Zudem zeigt es eine neuroprotektive
Rolle, indem es die Zelltodwege hemmt [216].

Es weist auch bei chirurgischen Patienten verschiedene positive Wirkungen auf, darunter
sympatholytische, sedierende, analgetische und opioidsparende Effekte [221, 222]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Verwendung von Dex wéhrend der Herzchirurgie mit einer niedrigeren
postoperativen Sterblichkeitsrate und weniger Komplikationen korreliert [221, 223].

Nicht nur die einzelne Verwendung von Dex wihrend herzchirurgischer Eingriffen wirkt
kardioprotektiv, sondern auch die Gabe zusammen mit Propofol zeigt einen stirkeren
myokardprotektiven Effekt gegen I/R-Schiden als Propofol alleine [224]. Dies zeigt sich in
dem niedrigeren Werten von Herzenzymen und stabiler Himodynamik, dariiber hinaus konnte
wihrend der Intervention ein geringerer Gesamtbedarf von Fentanyl, fritherer postoperativer
Extubation und kiirzerem Aufenthalt auf der Intensivstation beobachtet werden [224]. Es deckt
sich mit einer kiirzlich durchgefiihrten Studie von Mohamed et al [225] zur Untersuchung der
Wirkung von Dex auf Myokardschdden wihrend der Bypass-Operation in der padiatrischen
Herzchirurgie. Die Autoren demonstrierten, dass Dex eine schiitzende Wirkung auf das
Myokard hat, was sich in niedrigeren postoperativen Werten von kardialen Biomarkern wie
z.B. ¢Tnl, ¢cTnT, CK-MB und Myoglobin zeigte [224, 225].

Bemerkenswert ist, dass die Anéisthesie mit Dex unterschiedliche Einfliisse auf die
pharmakologische Konditionierung zu haben scheint. In Anwesenheit von Dex wurde die
Priakonditionierung mit Milrinon, nicht aber mit Levosimendan, in isolierten Rattenherzen
aufgehoben [226]. Dariiber hinaus wird die Verringerung der Infarktgrole durch Mannitol
abgeschwicht, wenn sie mit der Dex-Priakonditionierung kombiniert wird, wahrend sie voll
wirksam ist, wenn Dex in einem Rattenmodell als postkonditionierender Stimulus verabreicht
wird [227]. Dariiber hinaus scheint die Behandlung mit Dex ihre kardioprotektiven Effekte auch
durch die High-mobility-group-protein-1-(HMGB1)-Freisetzung in einem In vivo-1/R-
Rattenmodell zu entfalten [228]. Die Beteiligung der Stimulation von Acetylcholinrezeptoren
am myokardialen I/R-Schaden wurde in der Vergangenheit beschrieben und iiberpriift [229].
Diese neueren Erkenntnisse legen nahe, dass die Kardioprotektion auch iiber den cholinergen
entziindungshemmenden Weg durch Aktivierung des a7-nikotinischen Acetylcholinrezeptors

ausgeldst wird. Die Uberexpression von HMGB1 verschlimmert den I/R-Schaden und hebt
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sogar die Dex-induzierte Kardioprotektion auf, was darauf hindeutet, dass neben mPTP das

HMGBI ein Schliisselprotein bei der Konditionierung am Herzen durch Dex ist [30, 228].

Mit der Absicht, die niedrigste kardioprotektive Konzentration zu ermitteln, die die grofte
Reduzierung der Infarktgr6Be  bewirkt und  gleichzeitig  mdglichst  geringe
medikamentenbedingten Nebenwirkungen aufweist, haben wir 3 nM als Konzentration
ermittelt [95]. Unsere vorherigen Arbeiten konnten zeigen, dass hohere Dex-Dosen iiber 3 nM
nicht zu einer gesteigerten Kardioprotektion fiihrten. Es wird vermutet, dass bei der Dex-
induzierten Kardioprotektion ein rezeptorvermittelter Effekt vorliegt [96]. Die verwendete /n
vitro-Konzentration 3 nM entspricht einer Plasmakonzentration von 8 ng/ml, was genau den
klinischen Zielkonzentrationen entspricht [230, 231]. Die Ergebnisse werden durch die von
Okada et al. und unserer eigenen Gruppe berichteten Ergebnisse gestiitzt, die ein vergleichbares
AusmalB der Verringerung der Infarktgrofle durch Dex-induzierte Prakonditionierung zeigen
[108, 109].

Cheng et al. zeigten, dass die Dex-Nachwirkung {iiber Phosphoinositid-3-Kinase bzw.
Proteinkinase B vermittelt wird [232]. Die Aktivierung dieser Signalwege erfordert eine
vorgeschaltete Rezeptoraktivitdt, was ein indirekter Hinweis auf eine rezeptorvermittelte
Wirkung der Dex-induzierten Kardioprotektion ist [232]. Eine stdrkere Kardioprotektion kann
angenommen werden, wenn mehr Rezeptoren stimuliert werden und umgekehrt. Wenn jedoch
alle Rezeptoren mit Dex besetzt sind und ein maximaler Stimulus ausgelost wird, fiihrt eine
weitere Erhohung der Dex-Konzentration nicht zu einer stirkeren Reduktion der InfarktgroBe.
Dieses Phanomen wurde bereits friiher fiir die pharmakologische Konditionierung beschrieben
[119]. Aufgrund der Ergebnisse unserer vorherigen Arbeiten, entschieden wir uns fiir eine Dex-
Gabe tiber 10 Minuten in der Reperfusion, da die diese Zeitspanne ausreichend ist, um die
groBtmogliche InfarktgroBenreduktion und damit erfolgreiche Kardioprotektion zu bewirken

[96].

Diese Arbeit klért einen Teil der mechanistischen Grundlagen fiir die Zeitabhingigkeit der Dex-
induzierten Kardioprotektion auf. Dies ist ein entscheidender Aspekt bei der Translation in die
Klinik. Der Myokardinfarkt und ein damit verbundener I/R-Schaden verlduft akut und
lebensbedrohlich. Die Zeit zwischen dem Einsetzen des Ereignisses und dem Beginn der
Therapie spielt in der Regel eine zentrale Rolle fiir das Outcome der Patienten [233]. Im Bereich
der RIPostC haben Barsukevich et al. gezeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied in der

kardioprotektiven Wirksamkeit gibt, unabhéngig vom Startzeitpunkt der Intervention [124].
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Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit unseren vorherigen Ergebnissen fiir den
pharmakologisch induzierten Myokardschutz mittels Dex [96]. Barsukevich et al. haben jedoch
einen Unterschied im Signalweg zwischen sofortiger RIPostC und verzogerter RIPostC
nachgewiesen [124]. Unsere aktuelle Studie zur Dex-induzierten Postkonditionierung ist im
Einklang zu der von Barsukevich et al beziiglich RIPostC. Die Ergebnisse unserer Studie
zeigen, dass wihrend der frithen Phase der Reperfusion mit Dex-Gabe eine Kardioprotektion
iiber die mKatp- und mKca-Kanéle vermittelt wird. Dagegen scheint in der spdten Phase der
Reperfusion die Dex-induzierte Postkonditionierung {iber den mKca-Kanal, nicht aber iiber den

mKarp-Kanal herbeigefiihrt zu werden [95].

Riquelme et al. untersuchten die Beteiligung der endothelialen Stickoxid-(NO)-Synthase
(eNOS/NO-Signalweg) im isolierten Rattenherz [162]. Die Autoren fanden heraus, dass die
Dex-induzierte Kardioprotektion durch eNOS und die anschlieBende Produktion von NO
vermittelt wurde. Die kardioprotektive Wirkung wurde vollstindig aufgehoben, wenn der
eNOS/NO-Signalweg pharmakologisch blockiert wurde [162]. Riquelme et al. stellen zudem
die Hypothese auf, dass Dex nur durch Prikonditionierung und nicht durch Postkonditionierung
eine myokardiale Protektion induzieren kann, da NO nur unter Reperfusionsbedingungen bei
der Reaktion mit Superoxid myokardiotoxisches Peroxynitrit produzieren kann [162]. Unsere
Ergebnisse widerlegen diese Annahme und legen sogar nahe, die klinischen Auswirkungen der

Dex-assoziierten Kardioprotektion in Zukunft zu bestimmen [95].
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4.3 Limitierung

In dieser Arbeit wurden als Teil der Signalkaskade gezielt die mKarp-und mKca- Kanéle im
Hinblick auf die Dex-induzierte Postkonditionierung untersucht [95]. Auch wenn die
Ergebnisse der experimentellen Studien zur Dex-induzierten Kardioprotektion
vielversprechend sind, bleibt die Translation weiterhin unzureichend. Es ist erwdhnenswert,
dass die kardioprotektive Wirkung der Konditionierung in den meisten Fillen bei Vorliegen
verschiedener Krankheiten (z. B. Diabetes und Hypertension) und bei ilteren Patienten
aufgehoben wird [234]. Limitierend ist in dieser Studie, dass die Dex-induzierte
Postkonditionierung nur bei jungen gesunden Versuchstieren und nicht bei bestimmten
Krankheiten untersucht wurde. Es konnte in Vorstudien gezeigt werden, dass die direkte
pharmakologische Aktivierung von mKca-Kanilen zu einem kardioprotektiven Effekt auch bei
dlteren Herzen flihrt. Daher konnte Dex eine vielversprechende Substanz sein, um eine
myokardiale Protektion bei élteren Patienten zu erzielen. Basierend auf diesen Ansatz konnten
Torregroza et al. zeigen, dass eine perakute Hyperglykdmie vor Ischdmie die Dex-induzierte
Priakonditionierung nicht beeintrdchtigt, wihrend hyperglykdmische Bedingungen zum

Zeitpunkt der Reperfusion die Postkonditionierung mit Dex blockiert [227].
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4.4 Schlussfolgerung

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse unserer Studie, dass die Kardioprotektion durch Dex-
Behandlung wihrend einer PPostC in der frithen Reperfusion durch Aktivierung von mKare-
und mKca-Kandlen vermittelt wird, wéhrend in der spiten Reperfusionsphase fiir die
Kardioprotektion nur mKca-Kanéle erforderlich sind [95].

Diese Daten geben erste Hinweise auf den Wirkmechanismus von Dex und mitochondrialen
Strukturen, jedoch bleiben fiir die Durchfiihrung klinischer Studien noch viele Fragen
unbeantwortet: Die spezifische Signalkaskade, die der mKca- und mKarp-Kanal-abhéngigen
Dex-induzierten Kardioprotektion vorgeschaltet ist, bedarf weiterer Abkldrung. Das
Verstindnis und die Erforschung der exakten Signaltransduktionswege zur Protektion des
Herzens konnten entscheidend sein, um in Zukunft Patienten mit kardiovaskuldrem Risiko und
mit Myokardinfarkt optimal therapeutisch behandeln zu kénnen und auf lange Sicht die
Konsequenzen und Komplikationen eines Myokardinfarkts zu senken.

Dieses Projekt diente dazu, erste Hypothesen zu {iiberpriifen und Einblicke in mdgliche
Wirkungsmechanismen von Dex zu erhalten. Da es sich aber um eine randomisiert kontrollierte
tierexperimentelle Studie mit gleichméBiger Verteilung von Storfaktoren und Versuchsgruppen
handelt, ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen noch abzukliren. Zwar
erlauben die vereinheitlichte Durchfiihrung der Laborversuche und die grole Versuchsanzahl
verldsslichere Ergebnisse als epidemiologische Untersuchungen, aber wie die
Postkonditionierung mit Dex bei einem Patienten mit individuellen Vorerkrankungen,
schweren Systemerkrankungen und regelméBiger Medikamenteneinnahme wirkt, ist noch
ungewiss. Um ein besseres Verstindnis fiir die Wirkebenen im gesamten menschlichen
Organsystem und im Zusammenspiel mit Komorbidititen und -medikationen zu erhalten,
miissten weitere experimentelle und klinische Studien zur Dex-induzierten Kardioprotektion
durchgefiihrt werden. Die jlingsten Projekte unsere Arbeitsgruppe setzen an diesem Thema an:
Torregroza et al. [227] konnte unter gleichen experimentellen Bedingungen am isolierten
Rattenherzen wihrend einer PPostC nachweisen, dass Komorbiditidten wie Hyperglykdmie eine
Infarktgrofenreduktion mittels Dex-Gabe inhibieren. Doch inwieweit die Infarktgrofe mit Dex
bei anderen Systemerkrankungen - von metabolischen bis hin zu entziindlichen Erkrankungen
- beeinflusst wird, welche MaBBnahmen es zur Vermeidung der Infarktgroenreduktion gibt und

wie die Ubertragbarkeit auf den Menschen erfolgen kann, muss noch geklirt werden.
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