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Zusammenfassung

Myokardiale Ischdmien sind meist akute und nicht terminierbare Ereignisse. Aufgrund
dessen, kann die Postkonditionierung (PoC) einen effektiven Weg darstellen, um eine
Kardioprotektion durchzufiihren. Die ischdmische PoC ist jedoch ein invasives Verfahren
und im klinischen Alltag nicht praktikabel. Daher ist die pharmakologische PoC eine
mogliche Alternative. Es wurde bereits in vorherigen Studien gezeigt, dass der
a2-Agonist Dexmedetomidin (Dex) in der PoC einen kardioprotektiven Effekt erzielt.
Die bisherigen Studien untersuchten jedoch nicht, die niedrigste Konzentration die einen
kardioprotektiven Effekt erzielt und ob der Beginn des Zeitpunktes der Gabe von Dex
und/oder die Dauer der Gabe Einfluss auf die kardioprotektive Wirkung haben. Das Ziel
dieser Studie war daher zum einen die niedrigste kardioprotektive Konzentration von Dex
zu detektieren und zu untersuchen, ob der Zeitpunkt der Applikation und die Dauer der
Gabe Einfluss auf den kardioprotektiven Effekt haben.

Die Versuche wurden an minnlichen Wistar Ratten in vitro durchgefiihrt. Die
Rattenherzen wurden an einer Langendorff-Anlage mit Krebs-Henseleit-Losung bei
einem konstanten Druck von 80mmHg perfundiert. Die Herzen unterliefen eine globale
Ischdmie von 33 Minuten (min), gefolgt von 60 min Reperfusion. Am Versuchsende
wurden die InfarktgroBen mittels Triphenyltetrazoliumchlorid-Férbung bestimmt. Um
die niedrigste protektive Konzentration von Dex zu detektieren, wurde im ersten
Versuchsteil der Studie eine Konzentrationsfindung (0,3-100nM) durchgefiihrt. Dazu
wurden die Tiere in sieben Gruppen (n=10 pro Gruppe) randomisiert. Basierend auf den
Ergebnissen der Konzentrationsfindung wurde im zweiten Versuchsteil der Studie mit
3nM Dex postkonditioniert. Hierbei wurden die Tiere in sechs Gruppen (n=8 pro Gruppe)
randomisiert. PoC wurde durch die Applikation von 3nM Dex iiber 10 min (Dex10) und
iiber die gesamte Reperfusionsphase (Dex60) zu Beginn der Reperfusion induziert. In den
weiteren Gruppen wurde Dex in Minute 15, 30 und 45 (Dex15, Dex30, Dex45) der
Reperfusion appliziert bis zum Versuchsende.

Dex zeigte in der Konzentration 1nM eine signifikante Reduktion des Infarktareals im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Con) (Dex1:394+9%, p<0,0001 vs. Con). In der Gruppe
Dex3 reduzierte sich die InfarktgroBe nicht nur signifikant zur Con, sondern auch zu Dex1
(Dex3:24+7%, p<0,0001 vs. Dex1). Hohere Konzentrationen fiihrten zu keiner weiteren
signifikanten InfarktgrofBenreduktion im Vergleich zZu Dex3
(Dex10:30+6%, p=0,371 vs. Dex3; Dex30:24+7%, p>0,999 vs. Dex3;
Dex100:25+5%, p=0,999 vs. Dex3). Die Dex Gabe an verschiedenen Zeitpunkten in der
Reperfusion zeigte bei allen Gruppen eine signifikante InfarktgroBenreduktion
(Dex10:31+4%, p<0,0001 vs. Con; Dex60:30+4%, p<0,0001 vs. Con;
Dex15:25+5%, p<0,0001 vs. Con; Dex30:24+3%, p<0,0001 vs. Con;
Dex45:25+4%, p<0,0001 vs. Con). = Die  Ergebnisse  sind  angegeben  als
Mittelwert+Standardabweichung.

Dex zeigt in der niedrigsten protektiven Konzentration von 3nM eine signifikante
InfarktgroBenreduktion. Der Effekt der Dex-induzierten PoC ist unabhédngig vom
Zeitpunkt und der Dauer der Gabe in der Reperfusion.



Summary

Myocardial ischemia is mostly an acute event and their timing is not predictable. Because
of that postconditioning (PoC) could be an effective cardioprotective intervention.
Ischemic PoC is an invasive method and it is not appropriate in the daily clinical practice.
Pharmacological PoC could be a more suitable alternative. In previous studies the
a2-adrenoreceptor agonist, dexmedetomidine (Dex) has been already shown a
cardioprotective effect in PoC. The past studies did not test the lowest concentration of
Dex with a significant infarct size reduction and whether the time point and/or duration
of Dex application in the reperfusion period is of relevance for the cardioprotective effect.
The aim of the study was to determine the lowest cardioprotective concentration of Dex
and whether time point and/or duration of Dex application has an impact on the effect
size of cardio protection.

The experiments conducted with male Hearts of Wistar rats in vitro. The rat hearts were
connected to the Langendorff-system perfused with Krebs-Henseleit-buffer at a constant
pressure of 80mmHg. All hearts were subjected to 33 minutes (min) of global ischemia
and afterwards to 60 min of reperfusion. In the end infarct size was determined by
triphenyltetrazolium chloride staining. To detect the lowest -cardioprotective
concentration of Dex we perfuse the hearts, in the first part of the study, with various
concentrations of Dex (0,3-100nM) at the onset of reperfusion for 10 min. Rats were
randomized into seven groups (n=10 per group). Based on these results, the second part
of the study was conducted with 3nM Dex. Rats were randomized into six groups
(n=8 per group). Application of Dex started directly at the onset of reperfusion for
10 min (Dex10) and for the whole time of reperfusion (Dex60). In the other groups
application of Dex started 15 min (Dex15), 30 min (Dex30) or 45 min (Dex45) after the
start of reperfusion and lasted always until the end of the reperfusion period.

Dex reduces the infarct size significant in the concentration of InM compared to the
control group (Con) (Dex1:39+9%, p<0,0001 vs. Con). Dex3 reduces the infarct size not
only significant to Con, but also compared to Dex1 (Dex3:24+7%, p<0,0001 vs. Dex1).
Higher concentrations did not confer stronger protection compared to Dex3
(Dex10:30+6%, p=0,371 vs. Dex3; Dex30:24+7%, p>0,999 vs. Dex3;
Dex100:25+5%, p=0,999 vs. Dex3). Different starting times and/or durations of
application resulted in similar infarct size reduction (Dex10:31+4%, p<0,0001 vs. Con;
Dex60:30+4%, p<0,0001 vs. Con; Dex15:25+5%, p<0,0001 vs. Con;
Dex30:24+3%, p<0,0001 vs. Con; Dex45:25+4%; p<0,0001 vs. Con). All data are
mean+standard deviation.

Dex shows in the lowest concentration of 3nM a significant infarct size reduction. The
cardioprotective effect is independent of time and duration of application in the
reperfusion period.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Jahr 2020 verstarben insgesamt 985 572 Menschen in Deutschland. Die hdufigste
Todesursache ging mit 34,3% und einer Anzahl von 338 001 Menschen auf eine
Erkrankung des Herz-Kreislaufsystems zurtick !.

Die wichtigsten beeinflussbaren Risikofaktoren fiir das Auftreten einer solchen
Erkrankung sind arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Fettstoffwechselstorungen und
Adipositas, sowie einige gesundheitsbeeintrachtigende Verhaltensweisen wie z.B.
Rauchen oder korperliche Inaktivitit 2.

Trotz der beeinflussbaren Risikofaktoren und der vermeidbaren gesundheitsschadlichen
Verhaltensweisen sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen seit Jahren weltweit die hiufigste

Todesursache.

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen und dessen

Auswirkungen

Laut statistischem Bundesamt verstarben im Jahr 2020 in Deutschland insgesamt 121 462
an einer ischimischen Herzkrankheit 3.

Eine kardiale Ischimie bezeichnet pathophysiologisch eine Minderdurchblutung des
Myokards und somit eine Dysbalance zwischen Sauerstoffangebot und
Sauerstoffverbrauch. Die héufigste Ursache von Ischdmien ist die Atherosklerose.
Manifestiert sich diese an den Koronarien bezeichnet man dies als koronare
Herzerkrankung (KHK). Rupturiert ein instabiler, atherosklerotischer Plaque fiihrt dies
zu einem Verschluss der betroffenen Koronararterie und somit zu einer akuten
Myokardischdmie des zu versorgenden Herzmuskelabschnittes. Wird nun die
Ischdmietoleranz des Gewebes iiberschritten, entsteht eine Nekrose des betroffenen
Myokards und folglich ein Myokardinfarkt *.

Die European Society of Cardiology (ESC) empfiehlt bei einem akuten Myokardinfarkt
mit ST-Streckenhebung (STEMI) im Elektrokardiogramm (EKG) die schnellstmogliche
Reperfusionstherapie mittels perkutaner Koronarintervention (PCI), um so die Perfusion

des umliegenden Gewebes wieder herzustellen °.
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1.2 Ischamie-/Reperfusionsschaden

Paradoxerweise sorgt jedoch, neben der Ischdmie, auch die Reperfusion fiir einen
Myokardschaden. Dies wird als Ischimie- und Reperfusions (I/R)-Schaden
zusammengefasst. In einer Studie von Yellon etal. beschrieben die Autoren vier
pathophysiologische Mechanismen des I/R-Schadens u.a. die Reperfusions-induzierte
Arrhythmie und das myokardiale Stunning ®. Myokardiales Stunning beschreibt eine
prolongierte myokardiale Dysfunktion, die bei der Reperfusion des vorher ischdmischen
Myokards auftritt . Als weiteren pathophysiologischen Mechanismus beschrieben
Yellon et al. die mikrovaskuldre Obstruktion ®. Diese wird durch direkte kapilldre
Schidigungen, externe kapillire Kompression aufgrund von Odemen in den
Kardiomyozyten und Endothelzellen und durch Mikroembolisationen hervorgerufen. Als
vierten pathophysiologischen Mechanismus beschrieben sie die letale myokardiale
Reperfusionsschidigung . Hierbei kommt es zum Zelltod der Kardiomyozyten. Als
Mediatoren dieser Schiddigungen werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS), ein
Uberschuss an intrazellulirem Kalzium, die schnelle Wiederherstellung eines
physiologischen pH-Wertes und Entziindungsreaktionen diskutiert 6. Diese flihren zu
einer Offnung der mitochondrialen Permeabilitits-Transitions-Pore (mPTP). Die mPTP
ist ein nicht-selektiver Kanal in der inneren Membran des Mitochondriums. Offnet sich
dieser Kanal kann das Membranpotentials nicht mehr aufrecht gehalten werden, sodass
keine oxidative Phosphorylierung mehr stattfindet und kein Adenosintriphosphat (ATP)

mehr gebildet wird. Dies wiederum fiihrt zum Zelltod.

1.3 Prakonditionierung als Moglichkeit zur Kardioprotektion

Erstmals zeigten 1986 Murry et al. anhand eines Tiermodells, dass man die GroBe des
Infarktareals reduzieren kann und somit das Herz vor einem I/R-Schaden schiitzen kann 8.
Kurze Intervalle einer I/R sorgten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Con) fiir eine
InfarktgroBenreduktion um etwa 75%. Dieser Prozess wurde als ischidmische
Priakonditionierung (IPC) bezeichnet 8.

Neben einer kurzen Ischidmie, die im klinischen Alltag nicht praktikabel ist, kann das
Herz auch durch andere Stimuli priakonditioniert werden. Kardioprotektive Eigenschaften
wurden u.a. fiir volatile Anésthetika wie Sevofluran ° und die Pharmaka Adenosin '° und

1

Levosimendan '! beschrieben. Auch das in dieser Forschungsarbeit verwendete
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Medikament Dexmedetomidin (Dex) zeigte einen kardioprotektiven Effekt in fritheren

Forschungsarbeiten % 13,

1.4 Dexmedetomidin und dessen Eigenschaften

Dex ist ein hoch selektiver oz-Adrenorezeptor-Agonist, der fiir Kurz- und
Langzeitsedierungen eingesetzt wird. Die Dosierung wird an die gewlinschte
Sedierungstiefe korpergewichtsadaptiert angepasst !*. Dex hat einen sedativen-,
analgetischen- und Opioid sparenden Effekt !>. Es zeigt einen analgetischen Effekt
besonders bei gesunden Probanden !® und einen Opioid sparenden Effekt bei
intensivmedizinischen Patienten !”. Dex besitzt den Vorteil, dass es bei gesunden ! 18
wie auch bei intensivmedizinischen Patienten ! im Gegensatz zu anderen Sedativa wie
z.B. Propofol einen geringeren atemdepressiven Effekt hat?° und sich dadurch
postoperative Beatmungszeiten verkiirzen lieBen 2°. Zusitzlich kann es das Auftreten

eines postoperativen Delirs vermindern 2!, Gleichzeitig steigert es jedoch das Risiko einer

Hypotonie und einer Bradykardie 2.

1.5 Postkonditionierung als Moglichkeit zur Kardioprotektion

Da myokardiale Ischdmien hdufig ein akutes und meist nicht terminierbares Ereignis sind
und eine IPC in diesen Fillen nicht praktikabel ist, wiren postischdmische Interventionen
mogliche Alternativen. Hier ist die Postkonditionierung (PoC) von groBem Interesse.
Eine Arbeitsgruppe um Zhao et al. verglich 2003 in einem in vivo Hundemodell das
Verfahren der IPC mit dem der ischdmischen Postkonditionierung (IPoC) 2. Hierzu
setzten sie Hundeherzen in der Gruppe der IPC einer Ischdmie von 5 Minuten (min)
gefolgt von einer 10-miniitigen Reperfusion aus, bevor die eigentliche Ischdmie von
60 min begann. In der Gruppe der [PoC folgte auf die 60 min Ischimiezeit ein Zyklus
von 30 Sekunden Reperfusion gefolgt von 30 Sekunden erneuter Ischimiephase. Die
IPoC bestand insgesamt aus drei Zyklen von Ischdmie und Reperfusion. Zhao et al.
zeigten in ihrer Studie nicht nur eine deutliche InfarktgroBenreduktion in der Gruppe der
IPC, sondern auch in der Gruppe der IPoC 2. Die InfarktgroBen waren sowohl in der
Gruppe der IPC (154+2%, P<0,05 vs. Con), als auch in der Gruppe der IPoC
(14+2%, P<0,05 vs. Con) im Vergleich mit der Con (25+3%) signifikant kleiner.
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Die IPoC ist als mogliches Verfahren einen I/R-Schaden zu vermindern aufgrund der
Invasivitdt im klinischen Alltag nicht praktikabel. Pharmaka wie die volatilen

24, 25

Anisthetika  Isofluran und  Sevofluran ?®, Levosimendan oder der

27. 28 zeigten in vorherigen Forschungsarbeiten

Phosphodiesterase-3-Hemmer Milrinon
kardioprotektive Eigenschaften. Auch fiir Dex konnten kardioprotektive Eigenschaften

im Rahmen einer PoC gezeigt werden %°.

1.6 Signalwege der Konditionierung

Die genauen Signaltransduktionswege der myokardialen Konditionierung sind bis heute
noch nicht vollstindig entschliisselt. Verschiedene Signalwege, die durch den
kardioprotektiven Stimulus aktiviert werden, wurden in den letzten Jahren identifiziert.
Hier zu nennen sind u.a. der Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK)-Signalweg 3% 3!
und der Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE)-Signalweg 2. Der
RISK-Signalweg fiihrt durch Phosphorylierung unterschiedlicher Kinasen u.a.
Proteinkinase B (Akt), der extrazelluldr regulierten Kinase (ERK1/2) und der
Glykogensynthase-Kinase-3 B (GSK38) zu einer verzdgerten Offnung der mPTP 3031,
Der SAFE-Signalweg fiihrt liber eine Aktivierung der Januskinase (JAK) zu einer
Phosphorylierung des Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) 32,
Endeffektor dieser Signaltransduktionswege ist das Mitochondrium und die Regulation
seiner Funktion. Durch eine verzogerte Offnung der mPTP, bleibt die Integritit der
Mitochondrienmembran und damit auch die aerobe Energiegewinnung erhalten. Dies

fiihrt zu einem verzogerten Zelluntergang 3% 34,

1.7 Ziele der Arbeit

Wie beschrieben, sind kardiale Ischdmien meist akute und nicht terminierbare Ereignisse.
Die sofortige Reperfusion als kausale Therapie ist im klinischen Alltag nicht immer
moglich. Um Patienten wéhrend dieses kardialen ischdmischen Ereignisses vor einem
I/R-Schaden zu schiitzen ist die Gabe von kardioprotektiven Substanzen von grolem
Interesse. Doch auch die Applikation dieser ist im klinischen Alltag nicht immer exakt
mit Beginn der Reperfusion moglich. Daher stellte sich gerade in Bezug auf eine spitere

klinische Anwendung die Frage, ob eine zeitlich verzogert Gabe von dem in dieser Studie
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untersuchtem Medikament Dex und die Dauer der Gabe einen Einfluss auf den
kardioprotektiven Effekt in der PoC haben.

Vor der Untersuchung der zeitlich verzogerten Gabe und der Dauer der Applikation
fokussierten wir uns auf die Bestimmung der niedrigsten kardioprotektiven
Konzentration von Dex, die eine signifikante Infarktgrofenreduktion erzielte. Hohere
Konzentrationen eines Medikamentes erhohen die Wahrscheinlichkeit von
unerwiinschten Nebenwirkungen. Die Detektion der niedrigsten protektiven
Konzentration von Dex ist daher auch in Bezug auf eine spétere klinische Anwendung

von grof3er Relevanz.

Die hier vorliegende Studie separiert sich in zwei aufeinander folgende Versuchsteile mit
folgenden Fragestellungen:
1. Welches ist die niedrigste protektive Konzentration von Dex, die einen
kardioprotektiven Effekt durch PoC erzielt?
2. Welchen Einfluss hat der Zeitpunkt der Gabe und die Dauer der Applikation von

Dex in der Reperfusion auf den kardioprotektiven Effekt?

Zur Beantwortung der Fragestellungen, wdhlten wir einen experimentellen
Versuchsaufbau am isolierten Rattenherzen an der Langendorff-Anlage. Die Ischdmie
wurde global induziert. Im ersten Teil der Studie wurde zundchst eine
Konzentrationsfindungsstudie durchgefiihrt. Im zweiten Teil der Studie folgte die Gabe
von Dex zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Reperfusion. Die InfarktgroSen wurden

am Ende der Versuche mittels Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) Farbung bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an minnlichen Wistar Ratten aus der zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) des
Universititsklinikums Diisseldorf (Aktenzeichen des ZETT: O 27/12) durchgefiihrt.

Die Ratten waren zum Versuchszeitpunkt 3-4 Monate alt mit einem durchschnittlichen
Gewicht von 300+50g. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in Einzelkédfigen unter
klimatisierten Bedingungen (Raumtemperatur 22+2°C, relative Luftfeuchtigkeit 50+5%,
Luftumwdélzrate 16-20-mal pro Stunde). Die kiinstliche Beleuchtung wurde mit einer
Intensitdt von 300-320 Lux erzeugt und unterlag einem Tag-Nacht-Wechsel alle
12 Stunden. Als Einstreu der Kéfige wurde ein entkeimtes Weichholzgranulat verwendet
(LASvendi, Soest) und die Tiere wurden mit einem Alleinfuttermittel fiir Ratten und
Maiuse (Ssniff-Spezialdiiten GmbH, Soest) gefiittert, dass zusammen mit keimfreiem
Trinkwasser ad libitum bereitstand.

Die Ratten wurden fiir die Versuchsreihen mit einer Mischung aus
Pentobarbital-Natrium (90mg/kg) und 0,2ml Heparin (0,2ml 2 1000IE) durch
intraperitoneale Injektion narkotisiert und antikoaguliert. Nach Erreichen einer tiefen
Sedierung und erloschenen Schutzreflexen, wurde das Korpergewicht der Ratte bestimmt
und sie tierschutzgerecht mittels Guillotine dekapitiert. Nach der Dekapitation wurde
mittels Sternotomie der Thorax er6ffnet, das Herz an der Aorta ascendens exzidiert, an

der Langendorff-Anlage befestigt und retrograd perfundiert.

2.2 Krebs-Henseleit-Losung

Zur kontinuierlichen retrograden Perfusion der Koronarien wurde eine modifizierte
Krebs-Henseleit-Losung (KHL) verwendet.

Als Grundlage diente destilliertes Wasser, in dem die folgenden Stoffe gelost wurden:
118mM Natriumchlorid (NaCl), 4, 7mM Kaliumchlorid (KCL), 1,2mM
Magnesiumsulfat (MgSO4), 1,2mM  Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4), 25mM
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3),  0,5mM  Ethylendiamintetraacetat (EDTA),
2,25mM Calciumchlorid (CaClz), 1 1mM Glucose und 1mM Laktat.

Wihrend der Versuchsdurchfiihrung wurde die Losung kontinuierlich mit Carbogen,

bestehend aus 95%0; und 5%CO> begast und durch ein von auBen umbhiillendem
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Wasserbad auf 37°C erwdrmt. Durch die Zufiihrung des Carbogens wurde ein
Sauerstoffpartialdruck von 540-620mmHg, ein Kohlenstoffdioxidpartialdruck von
35-38mmHg und ein pH-Wert von 7,38-7,43 erreicht.

2.3 Langendorff-Anlage

Als Langendorff-Anlage bezeichnet man ein Modell, in dem ein Sdugetierherz retrograd
perfundiert wird, um dieses isoliert vom Gesamtorganismus zu untersuchen. Oscar
Langendorff beschrieb dieses Modell 1895 und konnte erfolgreich Versuche mit
isolierten Sdugetierherzen durchfiihren *°. Auch heute noch ist die Langendorff-Anlage
ein hiufig genutztes Modell in Versuchsreihen 6.

Ein konstanter Perfusionsdruck von 80mmHg wurde via hydrostatischer Saule erzielt.
Um Wiérmeverlust zu vermeiden, wurde die Langendorff-Anlage von Wéarmekammern
umspiilt. Uber einen am linken Vorhofsohr applizierten, luftleeren mit
0,9% isotonischer Kochsalzlosung gefiillten Ballon wurden via Druckaufnehmer
hiimodynamische Parameter bestimmt. Uber die Fiillmenge des Ballons wurde zu Beginn
jedes Versuches ein linksventrikuldrer enddiastolischer Druck
(left ventricular enddiastolic pressure, LVEDP in mmHg) von 4-6mmHg eingestellt.
Hamodynamische  Daten = wie der  systolische linksventrikuldire = Druck
(left ventricular systolic pressure, LVSP in mmHg), der LVEDP, die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt max in mmHg/s) und die Herzfrequenz (HF)
wurden aufgezeichnet. Der absolut entwickelte Druck
(left ventricular developed pressure, LVDP in mmHg) wurde im Anschluss manuell
ausgerechnet (LVSP-LVEDP=LVDP). Die gemessenen Daten wurden mit dem
Computerprogramm LabChart© Pro v. 8.0.5 aufgezeichnet und graphisch dargestellt.
Der Koronarfluss (CF) wurde wéihrend des gesamten Versuches zu definierten
Zeitpunkten manuell durch das Wiegen der aus dem Koronarsinus geflossenen KHL
bestimmt.

Pharmaka konnten {iiber eine sich an der Langendorff-Anlage befindlichen

Spritzenpumpe kontinuierlich appliziert werden.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Langendorff-Anlage

Glaskolben (C) mit Carbogen (A) begaster Krebs-Henseleit-Losung (KHL). Dieser Glaskolben wird von einem Wasserbehilter (B)
erwarmt (D). Eine Pumpe (E) transportiert die KHL iiber ein Schlausystem (F) und einen Luftfanger (G) durch einen
Dreiwegehahn (H) in einen spiralformigen, von auBen gewirmten Glaskolben (I). Uber eine Perfusorspritze (J) konnen
Medikamente iiber einen Dreiwegehahn appliziert werden. Die aus den Koronarien flieBende KHL kann iiber einen
Auffangbehilter (K) aufgefangen und gemessen werden. Uber einen im linken Ventrikel des Herzens positionierten und mit einen
mit einem Druckaufnehmer (L) verbundenen Ballon kénnen himodynamische Werte auf einen Computer (M) iibertragen und

aufgezeichnet werden.

2.4 Versuchsprotokoll

2.4.1 Konzentrationsfindung Dexmedetomidin

Im ersten Teil der Versuchsreihe wurde durch PoC mit verschiedenen Dex
Konzentrationen, die niedrigste protektive Konzentration ermittelt, die einen
kardioprotektiven Effekt erzielt. Diese Konzentration wurden im anschlieBenden zweiten
Versuchsteil fiir die weiteren Versuche verwendet.

Das an der Langendorff-Anlage befestigte Rattenherz durchlief zu Beginn jedes
Versuches eine 20-miniitige Eingewohnungsphase (Baseline) (s. Abbildung 2). Im
Anschluss folgte eine 33-miniitige globale Ischdmiephase durch Pausieren des koronaren
Zuflusses. Nach Beendigung der Ischdmiephase und zu Beginn der Reperfusionsphase
wurde Dex mittels Perfusor kontinuierlich 10 min in der entsprechenden Konzentration
appliziert. Die Konzentration in den einzelnen Gruppen waren 0,3nM (Dex0,3),
InM (Dex1), 3nM (Dex3), 10nM (Dex10), 30nM (Dex30) und 100nM (Dex100). In der

Con wurde zu Beginn der Reperfusion 10 min KHL zusitzlich iiber einen Perfusor
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appliziert. Die Rattenherzen wurden randomisiert einer der genannten Gruppen
zugeordnet. Die Laufrate des Perfusor entsprach 1% des vorher manuell gemessenen CF.
Nach 10 min PoC mit Dex wurde das Herz weitere 50 min nur mit KHL reperfundiert.
Die Messungen des CF wurden in min 15, 30, 45 und kurz vor Ende der Reperfusion

durchgefiihrt.

60 min Reperfusion

[nM] 20 min Baseline 33 min 10 min

Con

Dex0,3

Dex1

Dex3

Dex10

Dex30

I

Dex100

- Ischamie |:] KHL - Dex

Abbildung 2: Experimentelles Protokoll zur Konzentrationsfindung durch Postkonditionierung mit Dexmedetomidin
Con=Kontrollgruppe, KHL=Krebs-Henseleit-Losung, Dex=Dexmedetomidin in nM.

Dex0,3=0,3nM; Dex1=1nM; Dex3=3nM; Dex10=10nM, Dex30=30nM; Dex100=100nM Gabe sofort mit Beginn der Reperfusion
fiir 10 Minuten.

2.4.2 Einfluss des Zeitpunktes und die Dauer der Gabe von

Dexmedetomidin

Im zweiten Teil der Versuchsreihe wurde der Einfluss des Zeitpunktes und die Dauer der
Gabe von Dex auf den kardioprotektiven Effekt untersucht. Der Versuchsaufbau
entsprach bis zum Ende der Ischimie dem der Konzentrationsfindung. Basierend auf dem
ersten Versuchsteil wurde als niedrigste protektive Konzentration 3nM Dex (Dex3) fiir
den zweiten Versuchsteil verwendet.

Die Rattenherzen wurden randomisiert einer von sechs Gruppen zugeordnet
(s. Abbildung 3):

In der Con wurden innerhalb der ersten 10 min der Reperfusion zusétzlich iiber einen

Perfusor reine KHL appliziert.
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In der Versuchsgruppe Dex10 wurde, wie in der Konzentrationsfindungsgruppe Dex in
der Konzentration 3nM 10 min zu Beginn der Reperfusion appliziert.

In der Versuchsgruppe Dex60 wurde Dex in der Konzentration 3nM fiir 60 min der
Reperfusion appliziert.

In der Versuchsgruppe Dex15 wurde die Applikation von 3nM Dex in min 15 der
Reperfusion begonnen und fiir die tibrigen 45 min der Reperfusion weitergefiihrt.

In der Versuchsgruppe Dex30 wurde die Applikation von 3nM Dex in min 30 der
Reperfusion gestartet und fiir die {ibrigen 30 min der Reperfusion beibehalten.

In der Versuchsgruppe Dex45 wurde die Applikation mit 3nM Dex in min 45 der
Reperfusion begonnen und fiir die tibrigen 15 min der Reperfusion weitergefiihrt.
Innerhalb der Reperfusion wurde wie im ersten Versuchsteil in min 15, 30, 45 und kurz

vor Ende der Reperfusion der CF ermittelt.

20 min Baseline 33 min 60 min Reperfusion

Con

Dex10

Dex60
Dex15

Dex30

oewss [ [
|
I

T
5 30 45 60

B schamie [ |woe [ =3 oM Dex

T
10 1

Abbildung 3: Experimentelles Protokoll zu Dauer und Startpunkt der Applikation von Dexmedetomidin 3nM
Con=Kontrollgruppe, KHL=Krebs-Henseleit-Losung, 3nM Dex=Dexmedetomidin 3nM.

Dex10=Applikation von 3nM Dexmedetomidin (Dex) fiir 10 Minuten (min) direkt zu Beginn der Reperfusion; Dex60=Applikation
von 3nM Dex fiir 60 min direkt zu Beginn der Reperfusion, Dex15=Start in min 15 nach Beginn der Reperfusion mit der Gabe von
3nM Dex bis zum Ende der Reperfusion; Dex30=Start in min 30 nach Beginn der Reperfusion mit der Gabe von 3nM Dex bis zum
Ende der Reperfusion; Dex45=Start in min 45 nach Beginn der Reperfusion mit der Gabe von 3nM Dex bis zum Ende der

Reperfusion.

2.5 Infarktgrofdenmessung

Nach Beendigung der Versuche wurden die Herzen an ihrer Basis von der

Langendorff-Anlage entfernt und bei -80°C eingefroren. Zur Farbung wurden die Herzen
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axial in gleichméBige 1-2mm dicke Scheiben geschnitten und mit einer 0,75%igen
TTC-Lo6sung fiir 15 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Scheiben fiir mindestens
4 Stunden in einer 4%igen Formaldehydlosung (100ml 37% Formalin gemischt mit
900ml destilliertem Wasser) fixiert.

Zur Herstellung einer 0,75%ige Losung, wurden 0,75g TTC gemeinsam mit
1,41g Trishydroxymethylaminomethan und 100ml 0,9% isotonischer Kochsalzlosung
gemischt. Diese Mischung wurde in einem GlasgefdB, lichtgeschiitzt auf 37°C mittels
einer Warmeplatte erwérmt. Nach Erreichen der Temperatur, wurde der pH mit Hilfe
eines pH-Meters auf 7,42 eingestellt. Der pH wurde durch Titration von 37%iger
Salzsdure (HCL) oder Kalilauge (KOH) angepasst.

Abbildung 4: Triphenyltetrazoliumchlorid angefiarbte Herzscheiben eines Rattenherz als Beispiel
Rattenherz geschnitten in sieben diinne Scheiben. Die axialen Schnitte wurde von der Herzbasis (rechts) bis zur Apex des Herzens
(links) aufgereiht. Die hellen ungeférbten Bereiche zeigen nicht vitale Infarktareale im Herzmuskel, die rétlichen Bereiche stellen

vitale Herzmuskulatur dar.

Im Anschluss an die Fixierung wurden die einzelnen Scheiben als hochauflosende
Bilddatei eingescannt. Die InfarktgroBen wurden mit Hilfe des Planimetrieprogrammes
SigmaScan© bestimmt. Die Auswertung erfolgte randomisiert und von zwei
unabhédngigen Untersuchern. Die Infarktgroe wurde in Prozent des linken Ventrikels

angegeben.

2.6 Datenverarbeitung und Auswertung

Die Versuche wurden kontinuierlich mit der Software LabChart® aufgezeichnet. Mittels
dem Programm LabChart Reader® wurden die Aufzeichnungen ausgelesen und relevante
Messpunkte sowie manuell bestimmte Parameter per Microsoft Excel® tabellarisch
zusammengefasst (s. Tabelle 3-6 und 9-12). Die graphische Darstellung wie auch die

statistischen Berechnungen erfolgte mittels GraphPad Prism®.
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Fiir unseren ersten Versuchsteil kalkulierten wir eine Gruppengrdéf3e von n=10 pro Gruppe
und flir den zweiten n=8 pro Gruppe. Dies wurde mit Hilfe der GraphPad Software
berechnet. Fiir beide Teile wurde ein mittlerer Differenzwert von 25% und eine
Standardabweichung von 15% angesetzt. Die mittlere Differenz und die
Standardabweichung basierten auf eine von unserer Arbeitsgruppe vorherig
durchgefiihrten Studie 7. Die Gruppenzugehorigkeit erfolgte randomisiert. Die
hdmodynamischen Parameter wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse
(two way ANOVA) und Tukey post hoc Test ausgewertet. Die Infarktgro3e wurde mittels
einfaktorieller Varianzanalyse (one way ANOVA) und Bonferroni post hoc Test fiir
beide Versuchsteile durchgefiihrt. Tier- und Herzcharakteristika wurden mittels
einfaktorieller Varianzanalyse (one way ANOVA) und Tukey post hoc Test analysiert.
Die Daten sind als MittelwerttStandardabweichung (MW=+SD) angegeben. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich bei p<0,05.
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2.7 Tabellarische Ubersicht

2.7.1 Langendorff-Anlage

13

Briickenverstarker Bridge Amp, FE221, AD Instruments,
Oxford, England
Druckaufnehmer Aterial pressur transducer APT300,
Hugo Sachs Elektronik, Harvard,
USA Glourd P23 ID, USA
Einhidngethermostat Julabo MW-4, Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland
Guillotine Kleintierdekapitator, Modell 7950,
Ugo Basile S.R.L., Gemonio, Italien
Kaniilen Sterican®Einmal-Injektionskaniilen

0,40x20mm, Braun, Melsungen,
Deutschland
Sterican®Einmal-Injektionskaniilen
0,90x40mm, Braun, Melsungen,

Deutschland

Offener Wasserbaderhitzer

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

Perfusor Perfusor® Space, Braun, Melsungen,
Deutschland
Perfusor®secura FT, Braun, Melsungen,
Deutschland

Perfusorspritzen Original Perfusor Syringe 50ml, Braun,
Melsungen, Deutschland

Perfusorschléduche Verbindungsleitungen 1x2x150mm,
Braun, Melsungen, Deutschland

Pinzette Aesculap®Surgical Instruments, Braun,
Melsungen, Deutschland

Schere Aesculap®Surgical Instruments, Braun,

Melsungen, Deutschland
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Schlauchpumpe

Miniplus 3 Abimde peristaltic pump,
Gilson, Middleton, USA

Spezialschlauch fiir Schlauchpumpe

Tygon Tube R3607(3,18 mm
Innendurchmesser), Saint-Gobain,

Akron, Ohio, USA

Spritzen

Omnifix®-F 0,01ml-1ml/Luer Solo
Omnifix® 3ml/Luer Lock Solo
Omnifix® Sml/Luer Lock Solo
Omnifix® 10ml/Luer Lock Solo, Braun,
Melsungen, Deutschland

USB-Datenerfassung

PowerLab 8/35, AD Instruments, Oxford,
England

3-Wegehahn

Discofix®, Braun, Melsungen,

Deutschland

2.7.2 Laborgerate

Blutgasanalyseautomat

ABL 800, Radiometer, Willich,

Deutschland

Digitalthermometer Temperaturmessgerdt GTH 1150 C,
Knick, Berlin-Zehlendorf, Deutschland

Laborwaage BP 1200, Sartorius, Gottingen,
Deutschland

Priazisionswaage SECURA 224-18, Sartorius, Gottingen,
Deutschland

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

Berlin, Deutschland

2.7.3 Pharmaka

Dexmedetomidin hydrochloride

MW 236,74, Sigma®,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland

Heparin Natrium

25.000IE/5ml, Rotexmedica®,

Panpharma Group, Luitré, Frankreich
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Pentobarbital-Natrium

16g/10ml, Narocoren® fiir Tiere, Merial
GmbH, Hallbergmoos, Deutschland

2.7.4 Chemikalien

Calcium Chloride (CaCly)

Merck®, Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Glucose (D-Glucose)

Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Formaldehydldsung 37%

Merck® KGaA, Darmstadt, Deutschland

Isotonische Kochsalzlosung NaCl 0,9%

Fresenius Kabi®, Bad Homburg,
Deutschland

Kaliumchlorid (KCL)

Fulka Chemika Chemie GmbH, Buchs,

Schweiz

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck®, Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Lactat (L-Laktat-Natriumsalz)

Serva, Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Magnesiumsulfatheptahydrat
(MgSO2+7H20)

Sigma-Aldrich®, Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Prolabo, Leuven, Belgien

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure rauchend 37%

Reinheit > 37%, Roth®, Karlsruhe,
Deutschland

Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

Reinheit > 99%,
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)

Reinheit > 99%, Roth®, Karlsruhe,
Deutschland

2.7.5 Gase

Carbogen (5% CO2, 95% O»)

Linde AG, Miinchen, Deutschland

Stickstoff 5.0 (N2)

Linde AG, Miinchen, Deutschland
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2.7.6 Computer und Software

16

Aufzeichnungssoftware

LabChart© Pro v. 8.0.5
ADInstruments Pty Ldt, Castle Hill,
Sydney, Australien

Planimetriesoftware SigmaScan© v. 5 SPSS Inc., San Jose,
Kalifornien, USA

Scanner CanoScan© LIDE 700F, Canon, Krefeld,
Deutschland

Statistiksoftware GraphPad© PrismR 6.01,

Graph Pad Software Inc., La Jolla,
Kalifornien, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Konzentrationsfindung Dexmedetomidin

Im ersten Versuchsteil der Arbeit war es Ziel die niedrigste protektive Konzentration von
Dex zu detektieren, die zu einer signifikanten InfarktgroBenreduzierung fiihrt.

Es wurden die Konzentrationen 0,3nM (Dex0,3), 1nM (Dexl1), 3nM (Dex3),
10nM (Dex10), 30nM (Dex30) und 100nM (Dex100) untersucht und mit der Con

verglichen.

3.1.1 Tier- und Herzcharakteristika

n Korpergewicht Herztrocken- Herznass- Zeitpunkt der Hohe der
(9) gewicht gewicht maximal maximal
(9) (9) ischamischen ischdmischen
Kontraktion Kontraktion
(min) (mmHg)
Con 10 323114 0,08+0,01 1,65+0,16 181 63113
Dex0,3 | 10 297+19* 0,10+0,01 1,49+0,13 1743 5819
Dex1 10 310+18 0,10+0,01 1,62+0,09 1842 52417
Dex3 10 30515 0,10£0,01 1,59+0,10 1943 42+10*
Dex10 10 30014 0,08+0,01 1,51£0,18 1711 52+18
Dex30 10 304127 0,10+0,01 1,52+0,13 1742 5448
Dex100 | 10 311123 0,0940,01 1,52+0,10 183 5011

Tabelle 1: Ubersicht der Tier- und Herzgewichte sowie Zeitpunkt und Hohe der maximalen ischimischen Kontraktion des ersten
Versuchsteils der Studie (Konzentrationsfindung Dexmedetomidin)

Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Kontrollgruppe (Con).

Tier- und Herzcharakteristika sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Es bestand kein signifikanter Unterschied beziiglich Trocken- und Nassgewichte der
Rattenherzen. Auch in Bezug auf den Zeitpunkt der maximal ischdmischen Kontraktion
zeigte sich kein signifikanter Unterschied.

Das Korpergewicht der Ratten war in der Gruppe Dex0,3 im Vergleich zur Con
signifikant niedriger (p<0,05 vs. Con). In den anderen Gruppen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied diesbeziiglich.

In der Gruppe Dex3 war die Hohe der maximal ischdmischen Kontraktion signifikant
niedriger im Vergleich zur Con (p<0,05 vs. Con). Bei den {ibrigen Gruppen zeigte sich

dieser Unterschied nicht.
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3.1.2 InfarktgrofRen

Die InfarktgroBen sind in Abbildung 5 und in Tabelle 2 zusammengefasst. In der Con
betrug diese im Mittel 62+4%. Bei der Gruppe Dex0,3 zeigte sich im Vergleich zur Con
bei einer InfarktgroBe mit einem Mittelwert von 59+6% keine signifikante
InfarktgroBenreduktion. In der Gruppe Dexl zeigte sich eine signifikante
Infarktgrofenreduzierung mit einem Mittelwert von 39+9% im Vergleich zur Con
(p<0,0001 vs. Con). In der Gruppe Dex3 reduzierte sich die Infarktgrofe nicht nur
signifikant zur Con (p<0,0001 vs. Con), sondern auch zur Gruppe Dexl auf einen
Mittelwert von 24+£7%  (p<0,0001 vs. Dex1). Hohere Dex Konzentrationen
(Dex10, Dex30, Dex100) zeigten keine weitere signifikante Infarktgrofenreduktion im
Vergleich zu Dex3 (Dex10:30+£6%, p=0,371 vs. Dex3; Dex30:24+7% p>0,999 vs. Dex3;
Dex100:25+5% p=0,999 vs. Dex3).

Konzentrationsfindung Dex

~
(=]
]

InfarktgréBe (%)
s § 3 %

N
o
1

-
(=}
1

Con 0,3 1 3 10

Dexmedetomidin [nM]

Abbildung 5: InfarktgroBen Konzentrationsfindung Dexmedetomidin

Dargestellt sind alle Infarktgrofen in Prozent der einzelnen Konzentrationen von Dexmedetomidin (Dex). Dex0,3=0,3nM;
Dex1=1nM; Dex3=3nM; Dex10=10nM, Dex30=30nM; Dex100=100nM Gabe sofort mit Beginn der Reperfusion fiir 10 Minuten.
Die Werte sind dargestellt in Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,0001 vs. Kontrollgruppe (Con), # p<0,0001 vs. Dex1.
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Con Dex0,3 Dex1 Dex3 Dex10 Dex30 Dex100

InfarktgroBe (%) 6214 5916 3949 24+7 30+6 24+7 255

Tabelle 2: Infarktgroen Konzentrationsfindung Dexmedetomidin

Alle Werte sind angegeben in Prozent als Mittelwert=Standardabweichung.

3.1.3 Effekt der unterschiedlichen Konzentrationen auf die

Hamodynamik
20-
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Abbildung 6: Himodynamische Daten der Kontrollgruppe und der Postkonditionierung mit unterschiedlichen Konzentrationen von

Dexmedetomidin
Dargestellt sind die himodynamischen Daten Herzfrequenz (HF in min™), Koronarfluss (CF in ml/min), left ventricular developed
pressure (LVDP in mmHg), left ventricular enddiastolic pressure (LVEDP in mmHg) der Konzentrationsfindung mit

Dexmedetomidin.
Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Baseline, # p<0,05 vs. Kontrollgruppe (Con).
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HF (min™) Baseline Rep 30 Rep 45 Rep 60

Con 297+34 227+78 243163 242453
Dex0,3 326130 21069 262174 3001146
Dex1 288+25 286+156 266+128 240+59
Dex3 314141 225+77 260+27 276197
Dex10 29535 22852 245124 238+121
Dex30 323+36 311196 3061151 373171
Dex100 309447 2554103 260+£159 24697

Tabelle 3: Herzfrequent (HF in min™") Konzentrationsfindung Dexmedetomidin

Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung.

CF (ml/min) Baseline Rep 30 Rep 45 Rep 60
Con 153 11+3* 10+2* 104£2*
Dex0,3 1342 10+2* 10+1* 9+1*
Dex1 1543 9+1* 8+1* 8+1*
Dex3 163 9+1* 8+2* 8+1*
Dex10 1512 9+2* 9+2* 8+2*
Dex30 16+2 9+2* 9+2* 8+2*
Dex100 153 114£2* 11+4* 10+£3*

Tabelle 4: Koronarfluss (CF in ml/min) Konzentrationsfindung Dexmedetomidin
Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Baseline.

LVDP (mmHg) Baseline Rep 30 Rep 45 Rep 60
Con 115428 19+11* 23+15* 25+14*
Dex0,3 116423 19+10* 17+9* 1948
Dex1 133125 17+11% 24+12* 21+12*
Dex3 126428 167 20+8* 2048
Dex10 111+23 14+9* 16+11* 18+11*
Dex30 120122 32+44* 23+11* 23+13*
Dex100 107126 22+16* 24+17* 17114~

Tabelle 5: left ventricular developed pressure (LVDP in mmHg) Konzentrationsfindung Dexmedetomidin

Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Baseline.
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LVEDP (mmHg) Baseline Rep 30 Rep 45 Rep 60
Con 5+2 99+13* 90+11* 86+11*
Dex0,3 5+1 77+38* 72+38* 67+37*
Dex1 5+3 91+16* 82+13* 78412
Dex3 5+2 86+17* 74423 67427
Dex10 412 99420* 90+19* 85+18*
Dex30 5+2 79424* 73+21* 67+21*
Dex100 5+2 70+24*# 61+£28"# 57+30*#

Tabelle 6: left ventricular enddiastolic pressure (LVEDP in mmHg) Konzentrationsfindung Dexmedetomidin

Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Baseline; # p<0,05 vs. Kontrollgruppe (Con).

Innerhalb der Versuchsgruppe verringerte sich die HF kontinuierlich ohne einen
signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen (s. Abbildung 6, Tabelle 3).
Wihrend der Reperfusion war der LVEDP signifikant hoher verglichen mit der Baseline
(p<0,05 vs. Baseline). In der Gruppe Dex100 war der LVEDP zusétzlich signifikant
niedriger im Vergleich zur Con (p<0,05 vs. Con) (s. Abbildung 6, Tabelle 6).

Der LVDP (s. Tabelle 5) wie auch der CF (s. Tabelle 4) verringerten sich signifikant nach
der Ischédmie (p<0,05 vs. Baseline) (s. Abbildung 6).
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3.2 Einfluss des Zeitpunktes und die Dauer der Gabe von

Dexmedetomidin

Im zweiten Versuchsteil der Studie wurde untersucht welchen Einfluss der Zeitpunkt und
die Dauer der Gabe von Dex auf die InfarktgroBenreduktion haben. Hierzu wurde die im
ersten Versuchsteil bestimmte niedrigste protektive Konzentration von 3nM Dex zu

unterschiedlichen Zeitpunkten und in unterschiedlicher Dauer appliziert.

3.2.1 Tier- und Herzcharakteristika

n Korpergewicht Herztrocken- Herznass- Zeitpunkt der Hohe der
(9) gewicht gewicht maximal maximal
(9) (9) ischdamischen ischdmischen
Kontraktion Kontraktion
(min) (mmHg)

Con 8 303+29 0,09+0,02 1,49+0,12 1741 66120
Dex10 | 8 285412 0,09+0,01 1,46+0,05 1642 75116
Dex60 | 8 273114 0,08+0,01 1,40+0,08 1742 70+14
Dex15 | 8 294+18 0,09+0,01 1,46+0,05 1741 64113
Dex30 | 8 296120 0,08+0,01 1,47+0,15 1642 73112
Dex45 | 8 283+10 0,07+0,01 1,41£0,10 1742 56112

Tabelle 7: Ubersicht der Tier- und Herzgewichte sowie Zeitpunkt und Hohe der maximalen ischimischen Kontraktion des zweiten
Versuchsteil der Studie (Einfluss des Startpunktes und der Dauer der Applikation von Dexmedetomidin)

Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Kontrollgruppe (Con).

Tier- und Herzcharakteristika sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen in Bezug auf das
Trocken- und Nassgewicht der Rattenherzen. Auch zeigte sich kein signifikanter
Unterschied im Zeitpunkt wie auch der Hohe der maximal ischdmischen Kontraktion. In
Gruppe Dex60 zeigte sich ein signifikant niedrigeres Rattengewicht im Vergleich zur Con
ohne einen Einfluss auf das Trocken- und Nassgewicht der Rattenherzen. In den iibrigen

Gruppen zeigte sich dieser signifikante Unterschied nicht.

3.2.2 InfarktgrofRen

Die InfarktgroBen sind in Abbildung 7 und Tabelle 8 zusammengefasst. In der Con
betrugen diese im Mittel 66+6%. Es zeigte sich bei allen Gruppen eine signifikante
InfarktgroBenreduktion. Bei Dex10 31+4% (p<0,0001 vs. Con) und Dex60 30+4%
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(p<0,0001 vs. Con). In den zeitlich verzogerten Gaben zeigte sich ein MW von 25+5%
(p<0,0001 vs. Con) bei der Gabe von Dex nach 15 min, 24+3% (p<0,0001 vs. Con) nach
30 min und 25+4% (p<0,0001 vs. Con) nach 45 min.

Zeitpunkt und Dauer der Applikation
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Abbildung 7: InfarktgréBen Zeitpunkt und Dauer der Applikation

Dargestellt sind alle InfarktgroBen in Prozent der einzelnen Konzentrationen von 3nM Dexmedetomidin (Dex) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in der Reperfusion. Dex10=Applikation von 3nM Dex fiir 10 Minuten (min) direkt zu Beginn der Reperfusion;
Dex60=Applikation von 3nM Dex fiir 60 min direkt zu Beginn der Reperfusion, Dex15=Start in min 15 nach Beginn der
Reperfusion mit der Gabe von 3nM Dex bis zum Ende der Reperfusion; Dex30=Start in min 30 nach Beginn der Reperfusion mit
der Gabe von 3nM Dex bis zum Ende der Reperfusion; Dex45=Start in min 45 nach Beginn der Reperfusion mit der Gabe von 3nM
Dex bis zum Ende der Reperfusion.

Die Werte sind dargestellt in Mittelwert+Standartabweichung, * p<0,0001 vs. Kontrollgruppe (Con).

Con Dex10 Dex60 Dex15 Dex30 Dex45

InfarktgréRe (%) 6616 3114 3014 2545 243 25+4

Tabelle 8: Infarktgrofen Zeitpunkt und Dauer der Applikation

Alle Werte sind angegeben in Prozent als Mittelwert+Standardabweichung.
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3.2.3 Effekt der unterschiedlichen Zeitpunkte und Dauer auf die
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Abbildung 8: Himodynamische Daten der Kontrollgruppe und der Gabe von 3nM Dexmedetomidin zu unterschiedlichen
Zeitpunkten und unterschiedlicher Dauer in der Reperfusion

Dargestellt sind die himodynamischen Daten Herzfrequenz (HF in min™), Koronarfluss (CF in ml/min), left ventricular developed
pressure (LVDP in mmHg), left ventricular enddiastolic pressure (LVEDP in mmHg).

Alle Werte sind angegeben Mittelwert+Standardabweichung, * p< 0,05 vs. Baseline.

HF (min") Baseline Rep 30 Rep 45 Rep 60
Con 322+37 3161129 217166 278173
Dex10 326+30 319+120 247460 255165
Dex60 335144 604+936 264148 283+65
Dex15 301+29 267+61 285196 275148
Dex30 323+30 189197 224469 252433
Dex45 309+42 282460 280163 282448

Tabelle 9: Herzfrequenz (HF in min™') Zeitpunkt und Dauer der Applikation
Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung.
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CF (ml/min) Baseline Rep 30 Rep 45 Rep 60
Con 153 9+1* 9+2* 8+2*
Dex10 1242 8+1* 8+1* 8+1*
Dex60 1242 8+2* 8+2* 712
Dex15 1242 9+2* 8+2* 8+2*
Dex30 1342 9+2* 8+2* 8+2*
Dex45 112 9+2* 8+2* 71

Tabelle 10: Koronarfluss (CF in ml/min) Zeitpunkt und Dauer der Applikation
Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Baseline.

LVDP (mmHg) Baseline Rep 30 Rep 45 Rep 60
Con 11517 12+9* 14+10* 22+10*
Dex10 118418 15+£11* 23+10* 2147*
Dex60 101+20 27+11* 30+£13* 34+19*
Dex15 98458 13+8* 16+£11* 19+11*
Dex30 117+£19 21+10* 23+11* 29+12*
Dex45 94452 2048* 25+6* 2947

Tabelle 11: left ventricular developed pressure (LVDP in mmHg) Zeitpunkt und Dauer der Applikation
Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Bascline.

LVEDP (mmHg) Baseline Rep 30 Rep 45 Rep 60
Con 5+3 108+12* 99+12* 90+11*
Dex10 412 119+11* 107£11* 101£11*
Dex60 612 100+£19* 91+15* 83+13*
Dex15 3+1 103+14* 92+13* 86+12*
Dex30 412 96+8* 83+7* 74+11*
Dex45 412 95+11* 86+11* 80+10*

Tabelle 12: left ventricular enddiastolic pressure (LVEDP in mmHg) Zeitpunkt und Dauer der Applikation

Alle Werte sind angegeben als Mittelwert+Standardabweichung, * p<0,05 vs. Baseline.

Innerhalb der Versuchsgruppe verringerte sich die HF kontinuierlich ohne einen

signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen (Abbildung 8, Tabelle 9).

Der LVEDP war wihrend der Reperfusion signifikant erhoht (p<0,05 vs. Baseline)
(s. Abbildung 8, Tabelle 12).
Der LVDP (s. Tabelle 11) wie auch der CF (s. Tabelle 10) reduzierten sich signifikant

nach der Ischidmie (p<0,05 vs. Baseline) (s. Abbildung 8).
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4 Diskussion

Die Forschungsergebnisse dieser Studie zeigen, dass 3nM Dex die niedrigste
kardioprotektive Konzentration ist. Hohere Konzentrationen haben keinen additiven
Effekt.

Im zweiten Teil der Forschungsarbeit zeigte sich, dass der Effekt der kardioprotektiven
Dex-induzierten PoC unabhingig ist von Zeitpunkt und Dauer der Gabe in der

Reperfusion.

Ischdmische Herzkrankheiten sind seit Jahren ein hoher Mortalititsfaktor in
Deutschland 3. Dariiber hinaus steigt aufgrund des aktuellen demographischen Wandels
das Alter in der Bevolkerung. Dies fiihrt zu einem erhdhten Auftreten von kardialen
Risikopatienten. Strategien zur Kardioprotektion fiir ein besseres Outcome der Patienten
sind daher von groBBem Interesse. Therapeutische Ansatzpunkte, um die Mortalitit der
ischdmischen Herzkrankheiten zu reduzieren spielen eine grofle Rolle und unterstreichen
damit die Relevanz dieser Forschungsarbeit.

In den meisten Féllen ist eine myokardiale Ischdmie ein akutes, unvorhergesehenes und
nicht terminierbares Ereignis. Pharmakologische Pridkonditionierung (PC) als

Maoglichkeit der Kardioprotektion !0-12

, ist in diesen Féllen klinisch nicht praktikabel. Die
pharmakologische PoC ist hier eine vielversprechende Intervention, um das Myokard vor
einem I/R-Schaden zu schiitzen.

Aufgrund der moglichen klinischen Anwendung zur Kardioprotektion und positiven

29, 38

Studienergebnissen sind Daten zur Konzentrationsabhéngigkeit und des optimalen

Zeitpunktes der Applikation von Dex in der Reperfusion von zentraler Bedeutung.

4.1 Konzentrationsabhangigkeit von Dexmedetomidin

2016 wurde in einer Studie von Cheng et al. der kardioprotektive Effekt von Dex in der
PoC untersucht . Diese zeigten eine Reduktion der kardialen Parameter
Troponin (cTnl), Kreatinkinase-MB (CK-MB), Malondialdehyd (MDA) und zusétzlich
eine signifikante InfarktgroBenreduktion. In deren Studie, einem in vivo Rattenmodell,
verwendeten die Autoren zur Behandlung der Ratten Dex Dosierungen von 5, 10 und
20ug/kg. Diese Dosierung ist deutlich hoher als im klinischen Alltag beim Menschen

empfohlen. Hier ist die Herstellerempfehlung eine maximale Dosierung von
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1,4ug/kg/h ¥, Unsere Forschungsarbeit fokussierte sich auf die niedrigste protektive
Konzentration, bei der Dex eine signifikante InfarktgroBenreduzierung induziert. Bereits
bei der Gabe von 1nM Dex zeigte sich eine signifikante InfarktgroBenreduzierung im
Vergleich zur Con. Die Konzentration von 3nM zeigte zusitzlich eine signifikante
InfarktgroBenreduktion nicht nur im Vergleich zur Con, sondern auch im Vergleich zu
InM Dex. Hohere Konzentrationen von Dex zeigten alle eine signifikante
InfarktgroBenreduktion im Vergleich zur Con jedoch keine weitere im Vergleich zu 3nM
Dex. Daher entschieden wir uns im zweiten Versuchsteil fiir eine Konzentration von 3nM
Dex. Eine Studie von Okadaetal. %° sowie eine Forschungsarbeit aus unserer
Arbeitsgruppe '3 zeigten ein vergleichbares AusmaB der InfarktgroBenreduktion durch
Konditionierung mit Dex. Okada etal. verglichen in ihrer Studie Dex mit dem
a2-Antagonisten Yohimbin #°, Thre Ergebnisse zeigten, dass Dex den CF, wie auch die
InfarktgroBe der untersuchten Rattenherzen signifikant reduzierte. Yohimbin zeigte
diesen Effekt nicht. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass a2-adrenerge Stimulation
der Grund fiir den kardioprotektiven Effekt von Dex ist 4.

In einer Studie von Cheng et al. 3% zeigten die Autoren, dass die PoC durch Dex durch
eine Aktivierung von Phosphatidylinositol-3 kinase/Protein kinase B (PI3K/Akt)
vermittelt wird. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass die Gabe von Dex in der PoC
zu einer erhohten Expression von phosphoryliertem Akt und GSK38 fiihrt. Bei einer
Applikation des PI3K-Inhibitor Wortmannin kam es zu keiner erh6hten Expression der
Kinasen. Die Aktivierung von Akt und GSK38, die Bestandteil des RISK-Signalweges
sind 4!, erfordert eine vorgeschaltete G-Protein gekoppelte Rezeptoraktivierung. Die
Ergebnisse ihrer Studie weisen daher indirekt auf eine Rezeptoraktivierung durch Dex
hin.

Es konnte davon ausgegangen werden, dass es zu einem stirkeren kardioprotektiven
Effekt kommt, wenn mehr Rezeptoren stimuliert werden. Wenn jedoch alle Rezeptoren
mit Dex besetzt sind und ein maximaler Stimulus induziert ist, fiihren steigende
Konzentrationen von Dex zu keiner starkeren InfarktgroBenreduktion. Dieses Phdnomen
konnte schon in einer frilheren Forschungsarbeit in Bezug auf pharmakologische
Konditionierung gezeigt werden und zeigt sich auch in unserer Studie. Die Arbeit von
Stroethoff et al. untersuchte den kardioprotektiven Effekt des
Melatonin-Rezeptor-Agonisten Ramelteon in der PC *2. Ziel ihrer Studie war es die
niedrigste Konzentration von Ramelteon zu detektieren, die eine signifikante

InfarktgroBenreduzierung erzielt. Es zeigte sich eine signifikante InfarktgroBenreduktion
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bei einer Konzentration von 0,03uM im Vergleich zur Con. Hohere Konzentrationen
(0,1uM, 0,3uM, 1uM, 3uM, 5uM) zeigten wie in unserer Studie keinen starkeren Effekt.
Die Applikation hoherer Konzentrationen eines Pharmakons steigern das Auftreten von
unerwiinschten Wirkungen. In einer Studie von Ebert et al. ** untersuchten die Autoren
die Wirkung von aufsteigenden Dex Konzentrationen an zehn ménnlichen Personen. Die
Autoren zeigten, dass steigende Konzentrationen von Dex zu einem progressiven Anstieg
der Sedierungstiefe wie auch der Analgesie fiihrten, gleichzeitig kam es zu einem Abfall
der HF und des Herzzeitvolumens (HZV). Auch die Erinnerung der ménnlichen
Teilnehmer war durch die Gabe von hoheren Dex Konzentrationen massiv beeintriachtigt.
Daher war es in unserer Forschungsarbeit von grolem Interesse, auch in Bezug auf eine
potenziell klinische Anwendung, die niedrigste Konzentration von Dex zu detektieren,
die einen kardioprotektiven Effekt erzielt, um das Auftreten von unerwiinschten

Nebenwirkungen zu minimieren.

4.2 Einfluss des Zeitpunktes und der Dauer der Gabe von

Dexmedetomidin

Da Dex, laut Herstellerempfehlung kontinuierlich appliziert werden soll, untersuchten
wir, ob der kardioprotektive Effekt von Dex von der Dauer der Applikation abhéngig ist.
In einer Studie von Bergeretal. konnte die kontinuierliche Gabe des volatilen
Andsthetikums Sevofluran die Infarktgrofle an Rattenherzen in vivo nicht reduzieren. Die
PC mit einer 3x5-miniitigen Applikation von Sevofluran fiihrte im Gegensatz dazu zu
einer signifikanten InfarktgroBenreduktion °.

Da eine myokardiale Ischimie ein meist nicht vorhersehbares Ereignis ist, ist die
verzogerte Gabe von Dex in der Reperfusion klinisch relevant. Die in unserer Studie
zeitlich verzdgerte Applikation von Dex imitiert eine verzogerte Gabe im klinischen
Alltag nach einer Reperfusion. Die aus dieser Studie resultierenden Ergebnisse bieten
Ansatz fiir weitere klinische Forschungen.

Interessanterweise zeigten unsere Ergebnisse, dass eine Applikation von Dex {iber 10 min
direkt zu Beginn der Reperfusion die InfarktgroBe genauso signifikant reduziert wie eine
60-miniitige Gabe von Dex. Die 10-miniitige Dex Gabe reicht demnach aus, um eine
signifikante InfarktgroBenreduktion zu erzielen. Zusétzlich zeigen unsere Ergebnisse,
dass der Zeitpunkt der Applikation in der Reperfusion den kardioprotektiven Effekt nicht

beeinflusst. Die PoC mit Dex direkt zu Beginn der Reperfusion, wie auch der Start der
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Applikation von Dex in min 15, 30 oder auch 45 in der Reperfusion fiihrten
gleichermalflen zu einer signifikanten InfarktgroBenreduktion. Der Mechanismus dieses
Zeitpunkt unabhingigen Effektes ist noch nicht vollstindig geklart.

Eine Studie von Barsukevich etal. von 2015 untersuchte den Effekt der IPoC zu
unterschiedlichen Startpunkten 4. Die Autoren zeigten, dass der kardioprotektive Effekt
der IPoC unabhdngig vom Zeitpunkt der Intervention in der Reperfusion war. Auch
unsere Ergebnisse der pharmakologischen PoC zeigen, dass nicht nur die sofortige Gabe
von Dex sondern auch eine verzogerte Applikation zu einer signifikanten
InfarktgroBenreduktion fithrt und stimmen mit den Ergebnissen von Barsukevich et al.
iiberein. Die Autoren untersuchten in ihrer Studie zusétzlich, die Beteilung des
RISK-und SAFE-Signalweges, wie auch des mitochondrialen ATP-abhingigen
Kaliumkanals (mKatp) an der IPoC #. Sie setzten Rattenherzen einer Ischdmie von
30 min gefolgt von 6x10 Sekunden Reperfusion und Ischdmie zu unterschiedlichen
Zeiten in der Reperfusion aus. Den IPoC-Beginn nach 10 Sekunden und 10 min
bezeichneten sie als friihen Beginn und den nach 30 und 45 min als spédten Beginn. Thre
Ergebnisse zeigten, dass die Inhibition des RISK-Signalweges den kardioprotektiven
Effekt bei einem frithen [PoC Beginn aufhob. Die Inhibition des SAFE-Signalweges
zeigte keinen Effekt. Inhibition des mKatp verhinderte beim frithen IPoC Beginn die
Kardioprotektion, zeigte bei der spdten IPoC jedoch keinen Effekt. Ein friiherer Beginn
der IPoC fiihrte zu einem Anstieg der Phosphorylierung von PI3K-Akt und ERK1/2, ein
spéter Beginn zeigte diesen Anstieg nicht. Welcher Mechanismus fiir den Erfolg der IPoC
im spdten Beginn nach 30 bzw. 45 min verantwortlich war, wurde in dieser Studie nicht
untersucht.

In einer Studie unserer Arbeitsgruppe von Raupach et al. konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass eine verzogerte Gabe von Dex in der Reperfusion einen kardioprotektiven
Effekt erzielt 2°. Rattenherzen wurden durch eine 10-miniitige Dex Gabe zum einen direkt
zu Beginn und 30 min nach Beginn der Reperfusion postkonditioniert. Zusitzlich wurde
in dieser Studie die Beteiligung des mKatp und des mitochondrialen Kalzium-abhéngigen
Kaliumkanals (mKc,) an der Dex induzierten Kardioprotektion untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass der kardioprotektive Effekt von Dex in der friihen Reperfusion
direkt nach der Ischdmie durch die Gabe des mKarpr-Blockers
5-Hydroxydecansdure (SHD) und dem mKc,-Blocker Paxilline aufgehoben werden
konnte. Hingegen war der kardioprotektive Effekt in der spdten Reperfusion 30 min nach

der Ischiamie nur durch die Gabe von Paxilline zu verhindern. SHD erzielte diesen Effekt
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zu diesem Zeitpunkt nicht mehr. Eine Untersuchung des zu Grunde liegenden
Mechanismus des kardioprotektiven Effektes der zeitlich verzogerten Applikation von
Dex fiihrten wir in unserer Studie nicht durch.

In einer Studie von Steuer et al. wurden Patienten nach einer Bypass Operation entweder
mit dem volatilen Anédsthetikum Sevofluran oder dem Narkotikum Propofol fiir
4 Stunden  postoperativ  postkonditioniert *.  Sie  detektierten  niedrigere
Troponin T Werte nach einer PoC mit Sevofluran. Verglichen mit der Sevoflurangruppe
zeigte sich bei den Pateinten, die eine PoC mit Propofol erhielten hohere
Troponin T Werte.

Nach einer myokardialen Ischdmie ist der Zeitpunkt von Beginn der Ischimie bis zur
Reperfusion von groBer Relevanz fiir das spitere Outcome des Patienten 6. Unserer
Forschungsergebnisse zeigen, dass eine verspitete Applikation von Dex zur
Kardioprotektion nach solch einem Ereignis moglicherweise beitragen konnte. Dies
unterstreicht die klinische Relevanz dieser Studie. Die Reperfusionsperiode unserer
Studie betrug 60 min. Aussagen zu kardioprotektiven Eigenschaften sind daher nur zu
diesem von uns untersuchten Zeitraum moglich.

Unsere Studie zeigte keine Verbesserung der kardialen Funktion durch die PoC mit Dex.
Eine mogliche Erklarung hierfiir ist ein sog. myokardiales Stunning nach langerer I/R 7.
Ein myokardiales Stunning kann die kardiale Funktion fiir mehrere Tage bis zu einer
moglichen Erholung beeinflussen. Dennoch stehen unsere Ergebnisse im Kontrast zu

denen von Riquelme et al. *8

. Die Autoren beschreiben eine Erholung der kardialen
Funktion nach einer PC mit Dex. Sie fiihrten eine 25-miniitige PC mit Dex in der
Dosierung 10nM durch, gefolgt von 30 min Ischdmie und einer anschlieBenden
Reperfusion von 120 min. Mogliche Griinde der heterogenen Ergebnisse der Studien
neben den unterschiedlichen Konditionierungsverfahren sind zum einen, dass

1. ¥ eine hohere Konzentration von Dex in ihrer Studie verwendeten. Zum

Riquelme et. a
anderen betrug ihre Ischidmiezeit 30 min unsere 33 min. AuBlerdem war ihre
Reperfusionszeit mit 120 min doppelt so lang wie die in unserer Arbeit. Basierend auf

einer Studie von Ferrera et. al. *°

entschieden wir uns fiir eine Reperfusionszeit von
60 min, da die Autoren zeigen konnten, dass diese Zeit ausreicht, um die InfarktgroBe zu
detektieren.

Im ersten Teil unserer Forschungsarbeit zeigte sich in der Auswertung der
hdmodynamischen Daten ein signifikant niedrigerer mittlerer Druck bei der Hohe der

maximalen ischdmischen Kontraktion im linken Ventrikel in der Dex3 Gruppe verglichen
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mit dem der Con. Niedrigere Kontraktionsdriicke im linken Ventrikel koénnen die
InfarktgroBe beeinflussen. Hervorzuheben ist hier, dass hohere Konzentrationen von Dex
die InfarktgroBen im selben MaB3e, wie in der Gruppe Dex3 reduzierten und sich auch die
Hohe der maximalen ischdmischen Kontraktion bei den hoheren Konzentrationen von
Dex (10nM, 30nM und 100nM) im Vergleich zur Con nicht signifikant d@nderten. Im
zweiten Versuchsteil unserer Studie wiederholten wir die 10-miniitige PoC zu Beginn der
Reperfusion mit Dex 3nM (Dex10). Hier zeigte sich der signifikante Unterschied im
Vergleich zur Con, wie in der Dex3 Gruppe im ersten Teil der Studie nicht.

Der experimentelle Aufbau in beiden Teilen der Forschungsarbeit, wie auch die
experimentellen Bedingungen waren in allen Versuchen bis zur Reperfusion identisch,

sodass die InfarktgroBenreduktion nur auf die Applikation von Dex zuriickzufiihren ist.

4.3 Kardioprotektion durch Dexmedetomidin

Neben einer Studie aus unserer Arbeitsgruppe !* finden sich in der Literatur weitere
Studien tiber den kardioprotektiven Effekt von Dex 1248 50.51,

Zusitzlich zeigte Dex in anderen Studien, dass es auch auf andere Organe eine protektive
Wirkung hat. So zeigten Balci et al. >> den protektiven Effekt auf die Nieren, eine

Arbeitsgruppe um Zhang et al. >3

einen schiitzenden Effekt auf die Lunge und
Luo et al. 2° auf das Gehirn.

Gao et al. zeigten in einem in vitro Model, dass die PC mit Dex myokardiale Zellen vor
einem I/R-Schaden schiitzt . Die Autoren untersuchten, die Aktivitit des Enzyms
Lactatdehydrogenase (LDH), die Expression des Tumornekrosefaktors-a (TNF-a), der
proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-18 (IL-18), wie
auch die Aktivitdt des toll-like Rezeptor 4 (TLR4) und des Transkriptionsfaktors
Nukledren Faktor-kB (NF-kB). Die Aktivitit bzw. die Expression dieser Marker
verringerten sich bei einer PC mit Dex und schiitzen damit die myokardialen Zellen vor
einem I/R-Schaden. Zusitzlich fiihrte eine Elimination von TLR4 zu einer Reduktion des
I/R-Schadens und unterstiitze den kardioprotektiven Effekt von Dex. Eine
Uberexpression von TLR4 hob den kardioprotektiven Effekt von Dex auf. Die Autoren
kamen zu dem Entschluss, dass der kardioprotektive Effekt von Dex auf eine
Unterdriickung der TLR4 Rezeptoraktivitit zurtickzufiihren ist *°.

In einer Studie von Riquelme et al. priakonditionierten die Autoren isoliert perfundierte

Rattenherzen mit 10nM Dex fiir 25 min und bestimmten im Anschluss die InfarktgroBe.
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Zusitzlich untersuchten die Autoren die Dimerisierung der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (¢eNOS) und die  Produktion  von
Stickstoffmonoxid (NO) *¥. Die PC mit Dex fiihrte nicht nur zu einer Reduktion der
Infarktgrofle, sondern auch zu einer Aktivierung von eNOS und zu einer erhohten
Produktion von NO. Bei gemeinsamer Applikation von Dex und
eNOS-und NO-Inhibitoren zeigte sich die Infarktgrofenreduktion nicht *8. Diese Studien
zeigen mogliche zugrundeliegende Mechanismen der Dex induzierten Kardioprotektion.
Riquelme et. al. 8 stellten in ihrer Studie die Hypothese auf, dass Dex nur in der PC einen
kardioprotektiven Effekt erzielen kann und nicht in der PoC, da NO myokardtoxische
Peroxynitrite produziert, wenn es mit Superoxiden in der Reperfusion reagiert. Zusétzlich
stiitzten sie ithre Vermutung der nicht vorhandenen kardioprotektiven Wirkung von Dex
in der PoC auf eine Studie aus dem Jahr 2010 von Mimuro et al. >4, in der die Autoren bei
der Gabe von Dex in der PoC einen Anstieg und keine Reduktion des Infarktareals im
Vergleich zur Con detektierten. Unsere Ergebnisse wie auch andere Arbeiten 2% 38 48

widerlegen diese Hypothese.

4.4 Limitierung

Die Untersuchung des zugrundliegenden Mechanismus der Dex induzierten
Kardioprotektion in der PoC erfolgte in dieser Studie nicht.

Wir fokussierten uns auf die Detektion der niedrigsten protektiven Konzentration von
Dex und ob der Effekt durch Startpunkt und Dauer der Gabe von Dex in der Reperfusion
beeinflusst wird.

Die PoC mit Dex erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Reperfusion (nach 15,
30, 45 min). Die Liange der PoC mit Dex betrug in der Gruppe Dex15 45 min, in der
Gruppe Dex30 30 min und in der Gruppe Dex45 15 min. Eine exakt 10-miniitige
Verabreichung von Dex zu den von uns gewihlten Zeitpunkten in der Reperfusion, wire
auch aufgrund der Ergebnisse der Studie von Raupach et al. 2%, die zu zwei Zeitpunkten
eine exakt 10-miniitige PoC mit Dex durchfiihrten, eine interessante Fragestellung fiir

zukiinftige Arbeiten.
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4.5 Material- und Methodenkritik

In der vorliegenden Studie verwendeten wir ausschlielich gesunde, junge und ménnliche
Ratten. Bei einer Ubertragung auf den Menschen im klinischen Alltag entspricht dies
nicht dem Patientenkollektiv, welches von einer Kardioprotektion durch PoC im
Durchschnitt profitieren wiirde. Diese Patienten sind meist komorbide, haben ein
fortgeschrittenes Alter und sind von unterschiedlichem Geschlecht. Die Untersuchungen
dieser Forschungsarbeit dienten der erstmaligen Untersuchung, der niedrigsten
kardioprotektiven Konzentration von Dex und ob eine zeitlich verzogerte Gabe von Dex
kardioprotektiv wirkt. In anschlieBenden Studien bietet es sich an, Komorbidititen als
mogliche inhibierende Einfliisse auf den kardioprotektiven Effektes zu untersuchen.
Auch die Einnahme von Komedikationen spielen gerade als mogliche Einflussfaktoren
bei der pharmakologischen Konditionierung eine gro3e Rolle und wurden in dieser Studie

nicht untersucht.

4.5.1 Langendorff-Anlage

Die von Oskar Langendorff entwickelte und benannte Langendorff-Anlage >° ist eine weit
verbreitete Methode der Perfusion eines isoliert schlagenden Herzen und wird bis heute
weltweit genutzt um u.a. zelluldre Signalwege zu untersuchen und pharmakologische
Interventionen durchzufiihren.

Der Vorteil dieser Methode besteht nicht nur in der guten Erlernbarkeit, sondern auch in
der guten Reproduzierbarkeit, Standarisierung der Experimente und Vergleichbarkeit der
Ergebnisse. Trotz eines vom Korper isolierten Herzens wird durch diese Methode
versucht, anndhernd physiologische Bedingungen zu erzielen. Hierfiir ist die Umgebung
des Herzens von zentraler Bedeutung. Ein wichtiger Faktor ist die Konstanthaltung der
Temperatur des Rattenherzens °°. Die HF einer Ratte betrdgt im Mittel in Ruhe etwa
350 Schlige/min. Schwankungen der Temperatur kénnen zu Anderungen der HF oder
auch der kardialen Schlagkraft fithren 7. Hypo- wie auch Hyperthermien konnen bereits
prikonditionierende Effekte zeigen *°. Die Konstanthaltung der Zieltemperatur in der hier
vorliegenden Studie wurde zum einen durch Erwdrmung der KHL in einem Warmebad
und zum anderen durch mit erwidrmter Fliissigkeit ummantelter Perfusionsschldauche
erzielt. An der Langendorff-Anlage ist das Herz frei von Einfliissen anderer Organe, der

systemischen Zirkulation und von Signalen des zentralen wie auch autonomen
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Nervensystems. Vorteil dieser Methode ist, dass wie in unserer Studie bei der
Untersuchung der Wirkung von Pharmaka periphere Einfliisse auf das Herz
ausgeschlossen werden konnen. Auch der Einfluss von beispielsweise Sedativa und
Analgetika, die bei den Versuchen in einem in vivo Modell genutzt werden, spielen bei
dieser in vitro Methode keine Rolle.

Jedoch weisen die Untersuchungen an der Langendorff-Anlage auch Nachteile auf. Die
Sternotomie wie auch die Explantation des Herzens erfordern Routine und Kénnen des
Untersuchers um das Herz nicht zu beschddigen. Die Zeit von Explantation bis zur
Perfusion an der Langendorff-Anlage sollte bei einem Rattenherz nicht ldnger als 3 min
betragen, da sonst eine Schidigung oder eine ungewollte PC erfolgen kann 3. Auch kann
durch die Kaniilierung die Aorta selbst, aber auch die Aortenklappe beschédigt werden °.
Durch die Isolation vom Korper wird die Lebensdauer des Herzens limitiert. In einer
Studie von Sutherland et. al. beschrieben diese eine Verminderung der Kontraktilitdt und
der chronotropen Funktion um 5-10% pro Stunde ®. Aufgrund dessen ist der
Versuchszeitraum an der Langendorff-Anlage beschrénkt.

Im Langendorff-Modell gibt es zwei Moglichkeiten der retrograden Perfusion, die druck-
und die flusskonstante Perfusion . In dem von uns gewihlten Aufbau wurde durch eine
peristaltische Pumpe (s. Abbildung 1, E) die KHL kontinuierlich in das System gepumpt.
Ein konstanter Perfusionsdruck von 80mmHg, wurde iiber einen freien Uberlauf in
definierter Hohe erzielt. Um die Gefahr einer Luftembolie auszuschlieen und einen
fehlerfreien Versuchsautbau zu gewihrleisten, ist es von groBer Relevanz, dass das
Schlausystem der Langendorff-Anlage frei von Luft ist. Ein Untersuchen der Anlage auf
Luftblasen und ein ausgiebiges Spiilen der Anlage vor Inbetriecbnahme minimierten
dieses Risiko. Auch ein Luftfinger der in der Anlage (s. Abbildung 1, G) einbaut war
reduzierte das Risiko von Luftembolien. Die Applikation der Testsubstanz wurde iiber
einen Perfusor direkt oberhalb des Herzens zugefiihrt (s. Abbildung 1, J). Hier musste

explizit auf einen luftfreien Abschluss geachtet werden.

4.5.2 Krebs-Henseleit-Losung

Eine der am haufigsten verwendeten Puffer an er Langendorff-Anlage ist die Losung nach
Krebs und Henseleit ®'. Die Zusammensetzung aus 118mM NaCl, 4,7mM KCl,
1,2mM MgSOs, 1,2mM KHPOy, 4.25mM NaHCOs, 2,25mM CaCl, und

11mM Glucose imitieren das Blutplasma ¢!. Voraussetzung fiir die Anwendung der
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Losung zur Perfusion ist die kontinuierliche Begasung mit Carbogen (95% O, 5% CO»).
Dieser sorgt fiir einen erhohten Sauerstoffpartialdruck um das Sauerstoffangebot des
Herzens aufrecht zu halten und eine pH-Stabilitit zu gewéhrleisten. Da die
Sauerstoftkapazitit des Puffers im Vergleich zu Blut deutlich geringer ist, ist ein hoherer
Partialdruck notwendig, um das Herzen mit ausreichend Sauerstoff zu versorgen . Die
Ionen- und Substratkonzentrationen in dieser Losung zeigen deutliche Abweichung zur
physiologischen Blutkonzentration aufgrund des Fehlens von Albuminen und anderen
Molekiilen, die im Blutplasma enthalten sind und Ionen binden °. Die enthaltene Glukose
dient als Energiequelle 2. Der geringere onkotische Druck, durch das Fehlen von
Albuminen, kann zu interstitiellen Odemen in den isoliert perfundierten Organen
fiihren 9. Alternativ zur KHL ist die Verwendung von Blut méglich. Jedoch ist diese

Methode durch einen Filter- und Aufbereitungsprozess deutlich aufwindiger *.

4.6 Schlussfolgerung und klinischer Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die PoC mit Dex am isolierten Rattenherzen zu
einem kardioprotektiven Effekt durch eine signifikante Reduktion des Infarktareals fiihrt.
Im ersten Teil unserer Studie konnten wir zeigen, dass die Konzentration 3nM Dex, als
niedrigste Konzentration, das Infarktareal signifikant nicht nur in Bezug auf die Con,
sondern auch in Bezug auf die Konzentration von InM reduzierte. Hohere Dex
Konzentrationen zeigten keine weitere signifikante Infarktgroenreduktion im Vergleich
zu 3nM.

Des Weiteren kamen wir im zweiten Teil unserer Forschungsarbeit zu dem Ergebnis, dass
der kardioprotektive Effekt von Dex unabhdngig von Zeitpunkt und Dauer der Gabe in
der Reperfusion ist.

Unsere Studie wurde in vitro an isoliert perfundierten Rattenherzen durchgefiihrt. Eine
direkte Ubertragung auf den Menschen ist daher nur bedingt méglich. Da Dex ein in der
Klinik weit verbreitetes und viel verwendetes Medikament ist, bicten sich klinische
Studien an.

Da die zeitlich verzogerte Gabe von Dex, wie die sofortige Applikation in der
Reperfusion einen kardioprotektiven Effekt in unserer Studie zeigten, ist die verzogerte
Gabe des Medikamentes im klinischen Alltag eine deutlich praktikablere Option und
daher von groBem Interesse. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die

kardioprotektive Potenz von Dex in der Klinik nutzen zu kénnen.
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