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Zusammenfassung

Kardiovaskuldre Erkrankungen zdhlen zu den fiihrenden Todesursachen weltweit [1].
Aufgrund dieser Relevanz ist es von klinischem sowie wirtschaftlichem Interesse,
Strategien zu identifizieren, die das Myokard nachhaltig schiitzen konnen. Insbesondere
die pharmakologische Pridkonditionierung (PC) des Myokards bietet aussichtsreiche
Ansitze, den Ischimie- und Reperfusionsschaden am Herzen zu senken.

Der hochselektive Alpha-2-Adrenozeptor-Agonist Dexmedetomidin  (Dex)
schiitzt vor myokardialen Ischdmie-Reperfusionsschiaden, ebenso wie grofle,
mitochondriale Kalzium-abhingige Kaliumkanile (mBKCa) an der myokardialen PC
beteiligt sind. Unbekannt ist, ob mBKCa-Kanéle bei der Dex-induzierten PC eine Rolle
spielen. Die vorliegende Arbeit untersuchte, ob die Dex-induzierte PC iiber mBKCa-
Kanile vermittelt wird.

Es wurden Versuche an ménnlichen Wistar-Ratten in vifro durchgefiihrt. Die
isolierten Herzen wurden an eine Langendorff-Anlage angeschlossen und mit einem
modifizierten Krebs-Henseleit Puffer (KHB) bei einem konstanten Druck von
80 mmHg perfundiert. Alle Herzen durchliefen eine globale Ischdmie von 33 Minuten
und eine Reperfusion von 60 Minuten. Am Versuchsende wurde die Infarktgrofe
mittels TTC-Féarbung bestimmt. Im ersten Versuchsprotokoll wurde Dex (10 nM) fiir 5,
10 bzw. 25 Minuten vor der Ischdmie appliziert, um einen Zeiteffekt zu untersuchen. Im
zweiten Versuchsprotokoll wurde Dex in Konzentrationen zwischen 0,1-30 nM
verabreicht, um einen Dosiseffekt zu untersuchen. Im dritten Versuchsprotokoll wurden
die Ratten in acht Gruppen (je n=8) randomisiert. Kontrollherzen (Con) blieben
unbehandelt und die PC wurde via Applikation von 3 nM Dex iiber 5 Minuten vor der
Ischdmie induziert. In den weiteren Gruppen wurden der Connexin 43-Inhibitor Gap27
(6 uM) sowie der mBKCa-Kanalinhibitor Paxilline (Pax, 1uM) mit und ohne Dex fiir
10 Minuten appliziert. Als Positivkontrolle wurde der mBKCa-Kanalaktivator NS1619
(10 pM) mit und ohne Gap27 fiir 10 Minuten appliziert. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (one-way ANOVA) und Turkey Post-hoc-
Test (MW=SD, p<0,05). Die Applikation von 3 nM Dex {iber 5 Minuten reduzierte die
InfarktgroBe auf 23+4% (p<0,0001 vs. Con: 48+5%). Gap27 und Paxilline blockierten
beide die Dex-induzierte Kardioprotektion (Gap27+Dex: 50+7%, p=0,99 vs. Con;
Pax+Dex: 494+5%, p=0,99 vs. Con). NS1619 reduzierte die InfarktgroBe im selben
Ausmal} wie Dex (NS1619: 28+5%, p=0,71 vs. Dex). Gap27 hatte keinen Einfluss auf
die NS1619-induzierte Kardioprotektion (Gap27+NS1619: 23+5%)).

Der Dex-induzierte Schutz vor Ischdmie-Reperfusionsschiden in ménnlichen

Rattenherzen wird iiber Connexin 43 (Cx43) und mBKCa-Kanile vermittelt.



Abstract

Cardiovascular diseases are among the leading causes of death worldwide [1]. Due to
this importance, it is of clinically and economically interest to identify strategies to
ensure the sustainable protection of the myocardium. Especially the pharmacological
preconditioning (PC) of the myocardium offers promising approaches to reduce the
ischemic-reperfusion injury of the heart.

The highly selective alpha-2 adrenoceptor agonist Dexmedetomidine (Dex) protects
against myocardial ischemia-reperfusion injury, as well as mitochondrial large-
conductance calcium-activated potassium channels (mBKCa) are involved in the
pathway of myocardial PC. It is unknown whether mBKCa-channels play a role in Dex-
induced PC. The present paper investigated if the Dex-induced PC is mediated by
mBKCa-channels.

The experiments were performed on male Wistar rats in vitro. The isolated hearts
were mounted on a Langendorff-Apparatus and perfused with a modified Krebs-
Henseleit buffer (KHB) at a constant pressure of 80 mmHg. All hearts underwent 33
minutes of global ischemia followed by 60 minutes of reperfusion. At the end of the
experiments the infarct size was determined by TTC staining. In the first set of
experiments, Dex (10 nM) was administered for 5, 10 or 25 minutes before the ischemia
for characterization of a time-effect relationship. In the second set of experiments, Dex
was administered at different doses (0,1-30 nM) for characterization of a dose-effect
relationship. In the third set of experiments, rats were randomized in 8 groups (each
n=8). Control hearts (Con) were left unconditioned, and PC was induced via application
of 3 nM Dex over 5 minutes. In the other groups, the Connexin 43 inhibitor peptide
Gap27 (6 uM) as well as the mBKCa-channel inhibitor Paxilline (1 uM) were applied
with and without 3 nM Dex for 10 minutes. As positive control, the mBKCa-channel
activator NS1619 (10 uM) was applied with and without Gap27 over 10 minutes.
Statistical evaluation was made with one-way analysis of variance (one-way ANOVA)
and Turkey’s post hoc test (MW=SD, p<0,05). The application of 3 nM Dex for 5
minutes reduced the infarct size to 23+4% (p<0,0001 vs. Con: 48+7%). Gap27 and
Paxilline both blocked the Dex-induced cardioprotection (Gap27+Dex: 50+7%, p=0,99
vs. Con; Pax+Dex: 49+5%, p=0,99 vs. Con). NS1619 reduced infarct size to the same
extent as Dex (NS1619: 28+5%, p=0,71 vs. Dex). Gap27 did not have an impact on
NS1619-induced cardioprotection (Gap27+NS1619: 23+5%).

The Dex-induced protection against ischemia-reperfusion injury in male rat hearts

is mediated via Connexin 43 (Cx43) and mBKCa-channels.
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1. Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen zdhlen bis heute zu den fiihrenden Todesursachen
weltweit. Laut Statistik der Weltgesundheitsorganisation (WHO) stieg im Zeitraum
zwischen dem Jahr 2000 und dem Jahr 2019 die Anzahl der an einer ischdmisch
bedingten Herzkrankheit Verstorbenen um mehr als 2 Millionen Todesfille auf 8,9
Millionen Tote pro Jahr. Damit waren 2019 ca. 16 % aller Tode weltweit durch
ischamische Herzkrankheiten bedingt [1].

Auch in Deutschland waren Herz-Kreislauferkrankungen mit 33,3 % in der
Todesursachenstatistik 2021 fithrend. Mit 121.172 Fillen, verteilt auf 52.272 Frauen
und 68.900 Ménner, war unter den Herz-Kreislauferkrankungen die ischédmische
Herzkrankheit am héufigsten vertreten, was einem prozentualen Anteil von 21,9 %
entspricht. Akute oder rezidivierende Myokardinfarkte, wesentliche Folgen einer
ischdmischen Herzerkrankung, wurden separat gezéhlt und waren mit insgesamt 45.181
Fallen, davon 18.074 Frauen und 27.107 Mainner, fir 13,3 % der herz-
kreislautbedingten Todesfdlle verantwortlich [2]. Dariiber hinaus zeigt sich vor,
wihrend und nach nicht-kardiochirurgischen Interventionen ein Anstieg in Morbiditét
und Mortalitdit bei Vorhandensein von kardiovaskuldren Risikofaktoren [3].
Insbesondere der perioperative Myokardinfarkt ist mit einer schlechten
Uberlebensprognose verbunden [4], sodass der Schutz kardialer Risikopatienten in der
medizinischen Forschung einen wichtigen Stellenwert einnimmt.

Neben den individuellen Folgen verursachen Herz-Kreislauf-Erkrankungen
zudem enorme gesellschaftliche Kosten. Im Jahr 2020 betrugen die durch Herz-
Kreislauf-Erkrankungen verursachten Aufwendungen etwa 56,7 Milliarden Euro und
somit 13,1 % der Gesamtausgaben im deutschen Gesundheitswesen [5], wobei sich iiber
die Jahre eine deutlich steigende Tendenz abzeichnet. Im direkten Vergleich zwischen
den Jahren 2015 und 2020 sind die Kosten fiir Herz-Kreislauferkrankungen um ca. 12,2
Milliarden Euro gestiegen, was einem Anstieg der Krankheitskosten von 550 € auf
680 € pro Einwohner entspricht. Hieran zeigt sich die hohe klinische sowie
wirtschaftliche Relevanz kardiovaskuldrer Erkrankungen und die damit verbundene,
entscheidende Bedeutung, die einer weiteren Verbesserung der Pravention und

Behandlung ischamischer Herzerkrankungen zukommt.



1.1 Ischamische Herzerkrankungen

Bei der ischdmischen Herzerkrankung, auch koronare Herzerkrankung (KHK) genannt,
handelt es sich um eine Manifestation von Arteriosklerose in den Herzkranzarterien [6],
wobei es durch Plaquebildung zu Verengungen in den betroffenen Gefialen kommt. Als
Ausgangspunkt fiir die Entstehung der Plaques wird eine Dysfunktion des Endothels
diskutiert, infolgedessen sich LDL-Molekiile in die subendothelialen Schichten der
Tunica intima einlagern, wo diese zu Entziindungsreaktionen und Bildung
arteriosklerotischer Beete fiithren. Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung von
Arteriosklerose und damit ischdmischen Herzerkrankungen sind folglich ein erhéhtes
LDL-Cholesterin, ein erniedrigtes HDL-Cholesterin, arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus, Nikotinabusus und genetische Dispositionen [7]. Dabei begiinstigt eine in den
industrialisierten Ladndern vorherrschende Erndhrungsweise mit hohen Anteilen an
gesittigten Fettsduren, Zuckerzusdtzen und Kohlenhydraten mit hohem glykdmischen
Index die Verschiebung zu Gunsten eines erhdhten LDL-Cholesterins [8], was sich in
der Anzahl der kardiovaskuldren Erkrankungen widerspiegelt.

Durch die Verengungen der Koronararterien aufgrund arteriosklerotischer
Plaques kommt es zu einer verringerten Durchblutung im entsprechenden
Versorgungsgebiet, wodurch bei steigender Belastung die Gefahr einer Dysbalance
zwischen Sauerstoffangebot sowie Sauerstoffbedarf besteht. Die verminderte oder
aufgehobene Sauerstoffversorgung eines Versorgungsareals durch die Einschrinkung
oder Unterbrechung der arteriellen Blutzufuhr wird als Ischdmie bezeichnet. In
Abhédngigkeit von Dauer und Ausmal} der Ischdmie kann es zu unterschiedlichen

Syndromen kommen, die Hibernation, Stunning und Infarkt genannt werden [9].

1.1.1 Hibernation, Stunning und akuter Myokardinfarkt

Nach Verschluss eines Koronargefdfles nimmt die Kontraktilitdt im ischdmischen Areal
unmittelbar ab [10]. Durch die Reduktion der myokardialen kontraktilen Funktion
kommt es zu einer aktiven Anpassung des Energieverbrauchs des Herzens an das
verminderte Energieangebot. Dieser Prozess wird als Hibernation (engl. fiir
,»Winterschlaf*) bezeichnet und wurde erstmals in den frithen achtziger Jahren von dem
Kardiologen Shahbudin Rahimtoola bei Patienten beschrieben, die aufgrund einer

koronaren Herzkrankheit eine Bypassoperation erhalten hatten [11]. Mittels



Verringerung des myokardialen Energieverbrauchs ist das Herz in der Lage, trotz des
verminderten Sauerstoffangebots eine ausreichende Pumpfunktion aufrechtzuerhalten
und damit eine Nekrose zu vermeiden. Bei der Hibernation handelt es sich folglich um
einen reversiblen Prozess, sodass es bei erneut einsetzender Reperfusion zu einer
vollstdndigen Erholung der kontraktilen Herzfunktion kommt [12, 13, 14].

Die kontraktile Funktion des Herzens ist in der Lage, sich in Abhangigkeit von
der Dauer und Schwere der vorherigen Ischdmiephase zu regenerieren [15], wobei die
Regeneration trotz sofortiger Reperfusion eine gewisse Zeit in Anspruch nehmen kann.
Anhaltende, postischdmische Dysfunktionen des Myokards werden als Stunning (engl.
to stun: betduben) bezeichnet. Ein stunned Myokard ist folglich bereits normal
perfundiert, jedoch noch bewegungslos [16], erholt sich allerdings nach einer gewissen
Zeit vollstindig.

Kommt es nach Eintritt einer Ischdmie bei anhaltendem Sauerstoffmangel zu
einem Untergang der Kardiomyozyten, spricht man von einem Myokardinfarkt. Dieser
betrifft zundchst die subendothelialen Schichten und breitet sich mit anhaltender
Ischdmiedauer nach epikardial aus, wobei das maximale Ausmal} nach ca. 4 bis 6
Stunden erreicht wird [17]. Der durch die Nekrose der Kardiomyozyten hervorgerufene
Funktionsverlust der betroffenen Herzmuskelanteile ist irreversibel und kann auch nicht
durch das Wiedereinsetzen einer Durchblutung wiederhergestellt werden. Da die
Prognose eines Patienten beziiglich seiner Uberlebenschance nach stattgehabtem
Infarktgeschehen mafigeblich von der Grofle des Infarkts abhéngig ist [18], besteht ein
grofles Interesse an der Erforschung und Etablierung von Interventionen zur
zuverldssigen und schnellstmdglichen Reperfusion, um noch vitale Zellen vor dem
Untergang zu schiitzen und so die Herzfunktion aufrecht zu erhalten. Ein GroBteil der
Myokardinfarkte wird durch intraluminale Thromben ausgeldst. Insbesondere arterielle
Hyper- und Hypotonien, Arrhythmien mit Tachykardien sowie Andmien konnen durch
Erhéhung von Wandspannung und Herzarbeit liber die Aktivierung des Sympathikus zu
einer Ausschiittung von Katecholaminen und Cortisol fithren, was die vormals stabilen
Arteriosklerose-Plaques instabil werden ldsst. Durch Thrombozytenaggregation bildet
sich aus den freigesetzten thrombogenen Plaqueinhalten, Makrophagen und Lipiden ein
Thrombus, der die Koronararterie teilweise oder vollstindig verschlie8t. Seltener fiihren
Embolien, Vaskulitiden, Koronarspasmen oder Koronardissektionen zu einem
verminderten Blutfluss und damit zu einer verringerten Versorgung der

Herzkranzarterien [19].



Der Goldstandard der therapeutischen Interventionen stellt folglich nach wie vor
die Beseitigung etwaiger Thromben zur Wiederherstellung des Blutflusses dar. Mittel
der Wahl ist die perkutane Koronarintervention (engl.: percutaneous coronary
intervention, PCI), ein Sammelbegriff fliir minimal-invasive Verfahren, wobei die
héufigste Methode die Einfilhrung und Insufflation eines Ballonkatheters in ein
Koronargefall dargestellt, wodurch der stenotische GefdBabschnitt aufgeweitet wird.
Um das Primirergebnis zu sichern und die Restenoserate zu verringern, wird héufig
unmittelbar im Anschluss eine Stent-Implantation vorgenommen [20]. Steht ein
derartiges Verfahren nicht rechtzeitig zur Verfiigung, sollte eine medikamentdse
Fibrinolyse erfolgen, bei welcher der Thrombus aufgelost und die Durchblutung
wiederhergestellt wird [21, 22].

Durch Verbesserungen der prédventiven, rehabilitativen und therapeutischen
MafBnahmen hat die Mortalititsrate (Gestorbene je 100.000 Einwohner) des akuten
Myokardinfarkts zwischen den Jahren 2000 und 2020 in Deutschland deutlich von
268,8 auf 131,9 abgenommen [23], dennoch betrédgt die Sterblichkeit in der Akutphase,
abhéingig von den kardiovaskulidren Begleiterkrankungen eines Patienten, noch bis zu
9 % [24, 25]. Als hierfiir mitursdchlicher Faktor ist die schlechte Beherrschbarkeit des
Einflusses des sogenannten Ischdmie-Reperfusionsschadens zu diskutieren, denn
obwohl durch die Reperfusion einerseits das ischdmieinduzierte Infarktgebiet limitiert

werden kann, fiihrt die Reperfusion andererseits selbst zu Gewebeschédden.

1.1.2 Ischimie-Reperfusionsschaden
Als Ischdmie-Reperfusionsschaden, in der Literatur gelegentlich auch nur
,Reperfusionsschaden® genannt, bezeichnet man die durch die Reperfusion eines Organs
hervorgerufenen Schiden an Zellen, welche die Phase der Ischdmie initial {iberlebt
haben. Die Auswirkungen von Ischdmie-Reperfusionsschiden wurden an einer Vielzahl
von Organen nachgewiesen, sodass sich eine ernsthafte Relevanz fiir verschiedene
medizinische  Interventionen  wie  beispielsweise = der  Lysetherapie, der
Organtransplantation oder dem kardiopulmonalen Bypass ergibt [26, 27].

In Bezug auf das Herz manifestiert sich der Ischimie-Reperfusionsschaden als
mikrovaskulire Dysfunktion mit erhdhter Kapillarpermeabilitit, Odembildung,

koronarer Mikroembolisation und Freisetzung vasokonstriktiver Substanzen, wodurch



es in letzter Konsequenz zu einem Zelluntergang der betroffenen Kardiomyozyten
kommt [28]:

Bei anhaltender Ischdmie geraten die Kardiomyozyten aufgrund der
Unterversorgung mit Sauerstoff von einer aeroben in eine anaerobe Stoffwechsellage.
Durch die Sauerstoffminderversorgung wird der in den Mitochondrien lokalisierten
Atmungskette, in welcher mittels oxidativer Phosphorylierung sauerstoffabhingig
Adenosintriphosphat (ATP) gebildet wird, das Substrat entzogen und die ATP-
Konzentration in der Zelle sinkt. Mittels der stattdessen ablaufenden anaeroben
Glykolyse kann zwar kurzzeitig der Energiebedarf der Zelle gedeckt werden, es kommt
jedoch bei anhaltender Sauerstoffminderversorgung und damit Aufrechterhaltung der
anaeroben Energiegewinnung zu einer Akkumulation von Laktat und Phosphat als
Stoffwechselprodukte der anaeroben Glykolyse. Dies wiederum bedingt einen Abfall
des pH-Wertes in der Zelle [29]. Durch die Azidose wird vermehrt der in der
Zellmembran befindliche Na'/H'-Antiporter aktiviert, welcher Protonen aus und
Natrium in die Zelle schleust, was zu einer Erhohung der intrazelluldren
Natriumkonzentration fiihrt. Aufgrund des Fehlens von ATP werden ATP-abhingige
Membrantransporter wie die Na’/K'-ATPase in ihrer Funktion gehemmt, sodass sich die
intrazelluldre Natriumkonzentration zusitzlich erhdht. Durch die unphysiologisch hohe
Natriumkonzentration in der Zelle kommt es zu einer Umkehr der Funktion des
Na'/Ca*-Austauschers, der entgegengesetzt zum physiologischen Zustand arbeitet und
nun Natrium aus und Calcium in die Zelle transportiert, wodurch der intrazelluldre
Calciumgehalt steigt [30, 31]. Hierdurch erfolgt eine gestorte diastolische Relaxation,
was die myokardiale Wandspannung erh6ht und somit zu Mikrozirkulationsstérungen
fiihrt. Zudem kommt es zu einer intrazelluliren Odembildung, was zusitzlich zur
Schiadigung von Zellmembran sowie Zellorganellen beitragt und die Gefahr einer
Zellruptur erhoht. Aufgrund des niedrigen pH-Wertes werden diese Prozesse jedoch
verlangsamt und die sogenannte mitochondriale Permeabilitdts-Transitions-Pore (engl.:
mitochondrial ~ permeability  transition — pore, mPTP) an der inneren
Mitochondrienmembran bleibt verschlossen, was die Zelle vor dem programmierten
Zelltod durch Triggerung der Apoptose schiitzen kann [32, 33].

Abbildung 1 (Abb. 1) =zeigt die Elektrolytverschiebungen in den

Kardiomyozyten wihrend der Ischdmie.
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Abb. 1: Der Ionen-Austausch withrend der Ischimie.

1) Aufgrund der Senkung des pH-Wertes durch Lactat befordert der Na'/H'-Antiporter vermehrt H' aus
und Na' in die Zelle. 2) Durch den verminderten ATP-Gehalt wird die Na'/K'-ATPase deaktiviert; der
intrazellulare Na-Gehalt steigt weiter. 3) Durch den hohen Na'-Gehalt kommt es zur Umkehr der
Funktion des Na/Ca*'-Austauschers und der intrazelluldre Calciumgehalt steigt. Abbildung modifiziert
nach Shoji Sanada, Issei Komuro und Masafumi Kitakaze, 2011 [34].

Kommt es im Zuge der Reperfusion zu einer wiederhergestellten
Sauerstoftfversorgung, kann die ATP-Gewinnung durch oxidative Phosphorylierung
erneut stattfinden (s. Abb. 2). Dabei zeigt sich neben der Normalisierung des
intrazelluldren pH-Wertes durch die Auswaschung des Laktats auch ein zuséatzlicher
Anstieg von reaktiven Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, ROS), die im
Myokard als Reaktion auf Verletzungen sowie auf Schidigungen in Komplexen der
Atmungskette freigesetzt werden. Der rapide verdnderte pH-Wert im Zusammenspiel
mit der weiterhin bestehenden intrazelluldren Calcium-Uberladung sowie das vermehrte
Vorhandensein von ROS bedingen die Offnung der mPTP an der inneren
Mitochondrienmembran. Die Offnung dieser unspezifischen Membranpore hat den
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials zur Folge, was schlieBlich in einer
Sistierung der ATP-Synthese resultiert [32, 35]. In die Mitochondrien strdmt nun
entlang des osmotischen Gradienten Wasser ein, was ein Anschwellen des
Mitochondriums bedingt und eine Ruptur der duBleren Mitochondrienmembran zur
Folge hat [36]. Bei diesem Vorgang werden erneut Calcium sowie Cytochrom c, ein
kleines Protein der mitochondrialen Atmungskette, welches als Elektronentransporter
bei der oxidativen Phosphorylierung eine wesentliche Rolle spielt, ins Zellplasma
freigesetzt. Cytochrom ¢, welches eigentlich Cardiolipin an der inneren

Mitochondrienmembran fixiert und damit dessen Austritt aus den Mitochondrien



verhindert, wirkt in seinem freigesetzten Zustand als Trigger fiir die Bildung von
apoptotischen Signalen und damit als Vermittler des programmierten Zelltods [37]. Die
diese Verdnderungen begleitende Aktivierung der intrazelluliren Protease Calpain,
welche zuvor noch durch das saure Milieu gehemmt wurde, bedingt eine Spaltung
verschiedener Proteine des Cytoskeletts der Zelle und fithrt damit zu deren weiterer
Instabilitdt. Diese Instabilitit wird ebenso durch den deutlich verstirkten
Calciumiiberschuss in der Zelle verschirft, der durch die libermiBige Anregung des
kontraktilen Apparats im reperfundierten Myokard weitere Schéddigungen der
Zellstruktur verursacht. Durch die Hyperkontraktur der Kardiomyozyten kommt es zu
einer Ausbildung von apoptotischen Kaskaden in dem betroffenen Areal, was letztlich
Kontraktionsbandnekrosen zur Folge hat [34]. SchlieBlich erfolgt die chemotaktische
Einwanderung neutrophiler Granulozyten iiber Zelladhdsionsmolekiile, was {iber eine
weitere Bildung von ROS und einen enzymatischen Abbau sowie die Verstopfung von

Blutgefdfen die Zerstérung der Kardiomyozyten bedingt [31].

Ca?* Mitochondrium g2+

\ 7

sarkoplasmatisches
Retikulum

Abb. 2: Der Ionen-Austausch wihrend der Reperfusion.

1) Aufgrund der Laktat-Ausschwemmung und dadurch raschen Normalisierung des pH-Wertes kommt es
zur starken Abgabe von H'. 2) Akkumuliertes Na" wird abgegeben, was einen Einstrom von Ca?®' iiber
den Na'/Ca®'-Austauscher bedingt. 3) Der Wiederausscheidung von Ca?* folgt eine Erholung der ATP-
Synthese. Abbildung modifiziert nach Shoji Sanada, Issei Komuro und Masafumi Kitakaze, 2011 [34].

Das Ausmal} des Gesamtschadens ist sowohl durch die Ischdmie als auch durch
die wihrend der Reperfusion ablaufenden Prozesse bedingt [30]. Um den Ischdmie- und
Reperfusionsschaden moglichst gering zu halten ist es daher essenziell, die
Blutversorgung in dem betroffenen Areal einerseits so schnell wie moglich
wiederherzustellen und andererseits kardioprotektive Strategien zu entwickeln, die das

Herz vor den Auswirkungen des Ischdmie-Reperfusionsschadens schiitzen.



1.2 Prikonditionierung als Moglichkeit der Kardioprotektion

Unter dem breit gefassten Terminus der ,Kardioprotektion® versteht man all jene
MalBnahmen sowie Mechanismen, welche das Risiko eines Myokardinfarkts senken und
die Toleranz des Herzens gegeniiber Ischimie- und Reperfusionsschiden steigern.
Neben leitliniengerechter Diagnostik, pharmakologischer Therapie, operativen
Interventionen und praventiven Strategien gehdren hierzu auch die Maflnahmen der
Konditionierung des Herzens. Der Begriff ,Konditionierung® fasst dabei verschiedene
endogene Prozesse zusammen, die eine erhohte Toleranz des Myokards gegeniiber
Schiden durch Ischdmie und Reperfusion induzieren. Je nachdem in welchem zeitlichen
Zusammenhang die Konditionierung zur Phase der Ischimie steht, unterscheidet man
die Prikonditionierung, welche der Ischidmie zeitlich vorangestellt ist, und die
Postkonditionierung, welche der Ischdmie zeitlich nachgestellt ist.

Im Zuge dieser Arbeit wird vor allem das Potential der Pridkonditionierung
diskutiert. Dabei bezeichnet ,Pridkonditionierung® einen Vorgang, bei dem das Herz
durch einmalige oder repetitive Stimuli in die Lage versetzt wird, herzeigene Prozesse
zu triggern, welche es vor spiter auftretenden und eventuell gravierenderen Reizen
schiitzen konnen. Eine Priakonditionierung des Herzens kann iiber verschiedene Wege
erreicht werden, etwa T{ber die ischdmische oder die pharmakologische

Prakonditionierung.

1.2.1 Ischimische Prikonditionierung
Die ischdmische Priakonditionierung (engl.: ischemic preconditioning, IPC) des Herzens
bezeichnet eine MaBnahme, bei der Kardiomyozyten durch kurze, nicht schidigende
Ischdmie-Reperfusionszyklen auf eine darauffolgende, langer andauernde Ischimie
vorbereitet werden. Durch diese Methodik werden endogene Schutzmechanismen
getriggert, welche die Toleranz der Herzzellen gegeniiber den Auswirkungen einer
konsekutiven Index-Ischdmie erhhen und somit vor einer deletdren Ischdmie schiitzen
konnen [38, 39].

Im Jahr 1986 wiesen Murry et al. die IPC erstmals anhand einer Versuchsreihe
mit Hundeherzen in vivo nach. In der experimentellen Studie unterlief die erste Kohorte
vier Zyklen mit jeweils einer fiinfminiitigen Ischdmiephase und einer fiinfminiitigen

Reperfusionsphase, ehe sie einer langandauernden Koronarokklusion von 40 Minuten



ausgesetzt wurde, die einen Myokardinfarkt simulieren sollte. Eine Kontrollgruppe
wurde nur der vierzigminiitigen Koronarokklusion ausgesetzt. Nach einer viertigigen
Reperfusions- und Erholungszeit zeigte die InfarktgroBenbestimmung im myokardialen
Risikogebiet (engl.: area at risk, AAR) der ischdmisch priakonditionierten Gruppe mit
7,3 % eine InfarktgroBenreduktion um bis zu 75 % im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
29,4 %. Durch diesen Versuchsaufbau konnte nachgewiesen werden, dass eine IPC zu
einem signifikant verbesserten Qutcome nach einer Ischimie beitragen und damit das
Herz vor den Folgen eines Ischdmie-Reperfusionsschadens schiitzen kann [40].

In den folgenden Jahren nach der Erstbeschreibung des Phdnomens konnten die
kardioprotektiven Effekte der IPC in verschiedenen tierexperimentellen Studien
wiederholt bestitigt und weiter differenziert werden, beispielsweise 1990 an Schweinen
[41], 1992 und 1995 an Ratten [42, 43], 2003 und 2009 an Hunden [44, 45] und 2014 an
Kaninchen [46]. Neben dem Nachweis eines protektiven Effekts der IPC auf das Herz
gelang dariiber hinaus der Nachweis protektiver Effekte auf weitere Organe bzw.
Gewebestrukturen, wie beispielsweise auf die Leber [47], die Nieren [48, 49], das
Gehirn  [50], die Lungen [51], den Gastrointestinaltrakt [52] sowie die
Skelettmuskulatur [53]. Den Schutz durch IPC am menschlichen Herzen konnten
erstmals Yellon et al. 1993 im Rahmen einer Bypass-Operation beobachten. Sie wiesen
nach, dass bei Patienten, die eine IPC erhalten hatten, ein hoherer ATP-Gehalt in den
Myokardbiopsien belegbar war. Daraus leiteten sie eine erhohte Resistenz des
betroffenen Gewebes gegeniiber Ischdmien ab [54].

Bereits 1993 gelang in verschiedenen Studien die Unterscheidung zweier Phasen
der IPC: Die frithe Phase (engl.: first window of preconditioning, FWOP) tritt
unmittelbar nach dem ischdmischen Stimulus auf und schiitzt den Herzmuskel fiir bis zu
drei Stunden vor einem Zelluntergang. Das Potential des FWOP geht verloren, wenn
der zeitliche Abstand zwischen dem Stimulus und der myokardialen Ischdmie ldnger als
ca. ein bis zwei Stunden betragt [55, 56, 57]. Es wird angenommen, dass der sofortige
Schutz auf eine Rekrutierung von bereits vorhandenen Signalmolekiilen zuriickzufiihren
ist [58]. Im Gegensatz dazu tritt die spite Phase (engl.: second window of
preconditioning, SWOP) ca. 12 bis 24 Stunden nach dem ischdmischen Stimulus auf
und schiitzt das Herz fiir etwa 48 bis 72 Stunden vor Ischdmie- und
Reperfusionsschiden [55, 56, 57]. Beim SWOP ist die Induktion der Expression von
Signalproteinen flir den kardioprotektiven Effekt verantwortlich [59], sodass sich

insgesamt zwei Zeitrdume ergeben, aus denen sich Moglichkeiten entwickeln lassen,
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das Herz vor Schdden zu schiitzen. Gleichsam ist ein Erkldrungsansatz gefunden,
warum ein Zeitraum existiert, indem es keinerlei wirkungsvolle Effekte der IPC gibt.
Nachteile der IPC fiir den klinischen Alltag stellen die Invasivitidt der Methode
sowie die erschwerte Umsetzbarkeit dar. Zur Durchfiihrung einer direkten ischdmischen
Prikonditionierung am Myokard wire ein Gefa3zugang zu den Koronarien notwendig,
was durch die Manipulation an den GefiBwinden die Gefahr der Abldosung
arteriosklerotischer Plaques mit sich bringt. Des Weiteren wire ein derartiges Procedere
lediglich  bei elektiv  durchgefiihrten = Herzoperationen  oder  perkutanen
Koronarinterventionen moglich, was den Anwendungsbereich deutlich einschriankt. Es
besteht folglich ein grofles Interesse daran, die der myokardialen Pridkonditionierung
zugrundeliegenden Signalkaskaden zu erforschen, um einzelne Effektoren der
Transduktionskette beispielsweise pharmakologisch zu aktivieren — ein Ansatz, den sich

die pharmakologische Prikonditionierung zunutze macht.

1.2.2 Pharmakologische Prikonditionierung
Ein entscheidender Vorteil der pharmakologischen Prikonditionierung besteht in der
Moglichkeit ein Organ zu pridkonditionieren, ohne hierfiir invasive MaBnahmen
anwenden zu miissen, die ihrerseits ein hohes Risiko fiir das Outcome des Patienten
bergen. In der Literatur sind inzwischen verschiedene, klinisch etablierte Pharmaka
bekannt, die eine kardiale Prékonditionierung initiieren. So kdnnen beispielsweise auf
dem Gebiet der Anésthesie sowohl volatile Anésthetika wie Sevofloran [60, 61, 62, 63],
Desfluran [60, 63, 64], Isofluran [63, 65, 66] und Halothan [63], als auch die Edelgase
Helium [67, 68] und das anésthetisch wirksame Xenon [69, 70, 71] eine
Kardioprotektion auslosen. Zudem fiihrt nicht nur die pharmakologische Aktivierung
von Adenosin- [72] bzw. Opioid-Rezeptoren [73, 74], sondern auch die Applikation der
zur Stoffgruppe der Phosphodiesterasechemmer gehorenden, klinisch hiufig eingesetzten
Substanzen Sildenafil [75, 76], Tadalafil [77] und Vardenafil [75] zu einer
myokardialen Prékonditionierung.

Die beispielhaften Pharmaka zeigen, dass es nicht-invasive Moglichkeiten gibt,
um das Herz vor Ischdmie-Reperfusionsschiden zu schiitzen. Maligeblich fiir die
gezielte ~ Weiterentwicklung  und  Verbesserung  der  pharmakologischen

Prakonditionierung ist das Versténdnis der zu Grunde liegenden Signalkaskaden.
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1.2.3 Mechanismen der Prikonditionierung

In der Signaltransduktionskette der Prakonditionierung unterscheidet man die
Triggerphase, in der Adaptionsvorgidnge durch prékonditionierende, ausreichend
intensive Stimuli, wie beispielsweise kurze Ischdmien oder bestimmte Pharmaka,
initiiert werden, von der Mediatorphase, in der die Kardioprotektion weitervermittelt
wird. Dabei stehen die verschiedenen Signalwege in komplexen Beziehungen
zueinander und stellen seit mehr als 30 Jahren zentrale Interessen einer regen
Forschungsarbeit dar. Als Endeffektor der Prikonditionierung ist bisher eindeutig die
mPTP identifiziert. Uber eine Modulation ihrer Offnung bleibt die Integritit der
Mitochondrienmembran und damit die Fahigkeit zur ATP-Synthese erhalten, wodurch
die Einleitung der Apoptose verzégert wird [78].

In den 1990er Jahren konnte erstmals die prikonditionierende Wirkung des
Triggers Adenosin iiber die Proteinkinase C (PKC) als Schliisselkomponente in einer
moglichen Signalkaskade ischdmischer Prakonditionierung nachgewiesen werden [79].
Als ein weiterer relevanter Mediator wurde der mitochondriale calciumsensitive
Kaliumkanal (mBKCa) beschrieben. Bei diesem handelt es sich um einen Vertreter der
Gruppe der Kaliumkanéle mit hoher Leitfahigkeit (engl.: big potassium, BK), der an der
inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist und durch eine Erhohung der
intrazelluldren Calciumkonzentration aktiviert wird. Xu et al. zeigten im Jahr 2002, dass
die mit der Offnung des mBKCa-Kanals einhergehende Anderung der
intramitochondrialen Kaliumkonzentration einen kardioprotektiven Effekt erzielt [80].

2004 beschrieb die Arbeitsgruppe von Derek J. Hausenloy den sogenannten
Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK)-Signalweg [81, 82], der aus der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), der Proteinkinase B (AKT) sowie aus den
p42/p44-extrazelluldrsignalregulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2) und damit aus einer
Kombination zweier parallel verlaufender Kaskaden besteht. Es konnte nachgewiesen
werden, dass mittels Phosphorylierung AKT sowie ERK1/2 aktiviert werden, welche
wiederum die  Glykogensynthase-Kinase-3 3 (GSK-3B)  phosphorylieren.
Phosphoryliertes GSK-3p ist inaktiv, was zu einer verzdgerten Offnung der mPTP und
damit zu einer Reduktion eines Reperfusionsschadens flihrt [81].

Ein weiterer moglicher Signalweg der kardialen Pridkonditionierung, der
sogenannte Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE)-Signalweg, wurde im Jahr
2009 beschrieben [83]. Der SAFE-Signalweg, der durch das Immunsystem getriggert

wird, initiiert die Aktivierung eines RISK-alternativen-Signalwegs mit einer Vielzahl
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von pro-survival signalisierenden Komponenten, unter anderem dem Signal Transducer
and Activator of Transcription 3 (STAT3). STAT3 hemmt die Offnung der mPTP und
ist somit ein wichtiger Mediator kardioprotektiver Effekte [84, 85, 86].

Als ebenfalls moglicher, der Pridkonditionierung zugrundeliegender Signalweg
wurde von Cohen et al. der Endothelial Nitric Oxide Synthase/Proteinkinase G
(eNOS/PKG)-Signalweg dargelegt. Durch die aktivierte endotheliale NO-Synthase
(eNOS) im GefiBendothel der Muskelzellen wird die Bildung des gasformigen
Botenstoffs Stickstoffdioxid (NO) gesteigert, was wiederum zu einer Aktivierung der
PKG sowie der PKC fiihrt [87]. Endeffektor ist die durch Ca*’-Wiederaufnahme in das
sarkoplasmatische Retikulum induzierte Regulation der Ca*-Homdostase im
Mitochondrium [88].

Die Anwendung von Pharmaka als Trigger von Signaltransduktionswegen der
myokardialen Prikonditionierung bietet den entscheidenden Vorteil, ein Organ mittels
nicht-invasiver Maflnahmen zu prikonditionieren, sodass das Oufcome des Patienten
signifikant verbessert werden kann. Die vorliegende Arbeit richtet daher, im Sinne der
klinischen Relevanz, ihren Fokus ebenfalls auf den vielversprechenden Ansatz der
pharmakologischen Prakonditionierung. Als besonders aussichtsreich darf hierbei die
myokardiale Prdkonditionierung mit dem klinisch etablierten Medikament
Dexmedetomidin betrachtet werden. Dexmedetomidin spricht mehrere potenzielle
Signalwege der Priakonditionierung an und kann damit einen positiven Impact auf das

komplexe Beziehungsgeflecht der Signalkaskaden leisten [89, 90].

1.3 Dexmedetomidin

Dexmedetomidin gehort zur Gruppe der selektiven Alpha-2-Agonisten, welche
dosisabhingig die Alpha-2-Adrenozeptoren aktivieren. Im Jahr 1999 wurde
Dexmedetomidin erstmals seitens der Food and Drug Administration (FDA) in den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) als Medikament fiir kurzzeitige Einsétze (< 24
Stunden) zur Analgesie und Sedierung auf Intensivstationen zugelassen. Seitdem wird
es aufgrund seiner sympatholytischen, sedierenden, amnestischen, antiarrhythmischen
sowie schmerzlindernden Eigenschaften umfassend im perioperativen Zeitfenster
genutzt [91]. Die Europdische Arzneimittel-Agentur (EMA) genehmigte 2011 das

Inverkehrbringen von Dexmedetomidin unter dem Handelsnamen ,,Dexdor in der
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gesamten Europdischen Union. In Deutschland wird Dexdor® seitdem insbesondere fiir
Sedierungen auf Intensivstationen verwendet, bei denen eine geringe Sedierungstiefe

erzielt werden soll, die eine Reaktion auf verbale sowie taktile Stimulation erlaubt [92].

1.3.1 Pharmakodynamische sowie pharmakokinetische Eigenschaften
Dexmedetomidin besitzt eine 7 — 8-fach hohere Bindungsaffinitit zu Alpha-2-
Adrenozeptoren als beispielsweise der Alpha-2-Agonist Clonidin [93, 94] und gehort
damit zu den hochsensitiven Alpha-2-Agonisten. Es bindet an die Alpha-2-Rezeptoren
der Subtypen 2A, 2B und 2C und vermittelt hierriiber seine sedativen sowie
analgetischen Effekte [95]. Die hochste Dichte noradreneger Neuronen, und damit eine
grole Anzahl an Alpha-2-Rezeptoren, befindet sich im Locus caeruleus, einem
Kerngebiet im Hinterhirn, welches unter anderem fiir die gelenkte Aufmerksamkeit und
die Steuerung der Schlafstadien verantwortlich ist. Uber die verminderte Aktivierung
noradreneger Neuronen durch Agonismus an den Alpha-2-Rezeptoren fiihrt
Dexmedetomidin folglich zu einer dem natiirlichen Schlaf dhnlichen Sedierung [96].
Dariiber hinaus verursacht die Applikation von Dexmedetomidin eine biphasische
Reaktion des Blutdrucks, wobei es initial durch die Aktivierung von Alpha-2-
Adrenozeptoren in der glatten GefaBmuskulatur zu einem Blutdruckanstieg durch
Vasokonstriktion und im Verlauf durch die Aktivierung der Alpha-2-Adrenozeptoren
im zentralen Nervensystem zu einer Blutdrucksenkung kommt [97]. Die Absenkung des
Blutdrucks wird auch durch die Stimulation postsynaptischer Alpha-2-Adrenozeptoren
an den Endothelzellen verstirkt [98]. Zudem reduziert die Applikation von
Dexmedetomidin die Freisetzung von Stresshormonen und Katecholaminen [97].
Dexmedetomidin wird im Blut zu ca. 94 % an Proteine, iberwiegend Albumin,
gebunden und fast vollstindig hepatisch, unter anderem iiber Cytochrom P450 sowie
direkte Glucuronidierung, verstoffwechselt. Nur ein geringer Anteil wird unmittelbar
iiber den Urin sowie die Faeces ausgeschieden. Die Halbwertszeit von Dexmedetomidin

betrigt ca. zwei Stunden [89, 99].
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1.3.2 Klinische Bedeutung

Seine pharmakodynamischen Eigenschaften machen Dexmedetomidin zu einem
vielfdltig einsetzbaren Medikament im pri-, intra- sowie postoperativen Setting. Die
prioperative Gabe von Dexmedetomidin fiihrt beispielsweise, aufgrund der hierdurch
verminderten ~ sympathischen = Aktivierung, zu einer  Stabilisierung  von
himodynamischen Parametern sowie zu einer Verminderung des prd- und
postoperativen Stresses. Ferner wird der Sauerstoffverbrauch praoperativ um bis zu 8 %
und postoperativ. um bis zu 17 % gesenkt [100]. Dariiber hinaus potenziert
Dexmedetomidin den anisthetischen Effekt intraoperativ verabreichter Anisthetika,
sodass deren Applikationsdosis vermindert werden kann. Hierdurch wird das Risiko fiir
dosisabhéngige Nebenwirkungen reduziert [101]. Auch im Rahmen einer peri- und
postoperativen Gabe birgt das analgosedative Wirkspektrum von Dexmedetomidin fiir
den klinischen Einsatz erhebliche Vorteile. Scheinin et al. konnten beispielsweise
bereits 1992 zeigen, dass Dexmedetomidin den perioperativen Opioid-Bedarf senkt
[102], was seitdem in mehreren Studien untersucht und bestdtigt wurde [103, 104].
Ebenfalls 1992 wiesen Belleville et al. nach, dass die Verabreichung von
Dexmedetomidin nur geringe respiratorische Nebenwirkungen verursacht [105]. Die
Gefahr einer Atemwegsdepression unter Dexmedetomidin ist verhéltnismaBig niedrig
[106, 107]. Dies macht es zu einem ausgezeichneten Wirkstoff im Rahmen der
Behandlung intensivmedizinischer Patienten, beispielsweise bei der fiberoptischen
Wachintubation oder nichtinvasiven Beatmung [108].

Pharmakodkonomisch ist Dexmedetomidin im Vergleich zum klinisch weit
verbreiteten Andsthetikum Propofol zwar eine teure Substanz mit Tagestherapiekosten
von ca. 90 — 250 €, seine 6konomischen Vorteile liegen jedoch in der Verkiirzung der
Beatmungsdauer und der Reduktion der Inzidenz des intensivmedizinischen Delirs
[108]. Hierdurch verringern sich insgesamt die Behandlungsdauer und die damit
verbundenen Kosten. Dariiber hinaus trdgt die Anwendung von Dexmedetomidin der
Entwicklung zeitgeméBer Sedierungskonzepte Rechnung, in welchen der Fokus auf
erweckbare sowie kooperative Patienten gelegt wird, die in der Lage sind, addquat
mogliche Schmerzen zu duBlern, sodass die analgosedative Therapie individuell und

bedarfsgerecht gesteuert werden kann.
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1.3.3 Dexmedetomidin-induzierte Prikonditionierung

Es ist bekannt, dass Dexmedetomidin neben seinen analgosedativen Eigenschaften die
Féhigkeit besitzt, Organe vor einem Ischidmie-Reperfusionsschaden zu schiitzen. In der
Vergangenheit konnten protektive Effekte auf das Gehirn [109], die Leber [110], die
Lungen [111], die Nieren [112] und das Herz [89, 113, 114, 115] sowohl ex-vivo als
auch in-vivo aufgezeigt werden. Studien, die sich mit der Dexmedetomidin-induzierten
kardialen Prékonditionierung befassen, legen dabei nahe, dass der kardioprotektive
Effekt von Dexmedetomidin unter anderem indirekt durch eine Reduktion zentraler
sympathischer Aktivitdten sowie durch eine Reduktion der systemischen Noradrenalin-
Freisetzung herbeigefiihrt wird, da sich hierdurch die hd@modynamische Stabilitét
verbessert und der myokardiale Sauerstoffverbrauch verringert [116]. Dariiber hinaus
wird angenommen, dass die Applikation von Dexmedetomidin auch einen direkten
Effekt auf myokardiale Signaltransduktionswege hat, wobei die Signalwege der
Dexmedetomidin-induzierten Prakonditionierung noch nicht vollstindig entschliisselt
sind.

Mogliche Mediatoren der Dexmedetomidin-induzierten Prékonditionierung
stellen sowohl der RISK-Signalweg [114] als auch der eNOS-abhéingige Anstieg von
NO dar. Riquelme et al. erbrachten 2016 den Nachweis, dass die Applikation von
10 nM Dexmedetomidin zu einer gesteigerten Aktivitdt von eNOS und damit zu einem
Anstieg von NO im isoliert-perfundierten Rattenherz fiihrt [89]. Eine Applikation von
10 nM Dexmedetomidin iiber 25 Minuten vor Einleitung einer Indexischidmie reduzierte
dabei die Infarktgrofe im Vergleich zur Kontrollgruppe von 42 £ 12 % auf 16 + 10 %.
Dieser Effekt wurde bei gleichzeitiger Applikation von Dexmedetomidin und dem
eNOS-Inhibitor L-NAME (100 nM) aufgehoben. Es wurde zudem dargelegt, dass der
eNOS/NO-Signalweg in seinem Verlauf die PKG aktiviert und hieriiber die
Kardioprotektion vermittelt wird. Bei gleichzeitiger Gabe von Dexmedetomidin und
dem PKG-Inhibitor KT5823 (1 uM) blieb ein kardioprotektiver Effekt aus [89]. Da in
verschiedenen Studien aufgezeigt werden konnte, dass es sich bei PKG um einen
Regulator von mBKCa-Kanidlen handelt [117, 118], ist anzunehmen, dass die
Dexmedetomidin-induzierte Prikonditionierung des Herzens — zumindest teilweise —
iiber eine PKG-induzierte Offnung von mBKCa-Kanilen vermittelt sein konnte.

Schon in den 1990er Jahren wurde dariiber hinaus ein moglicher Einfluss von
PKG mittels Phosphorylierung auf kardiale gap junctions nachgewiesen [119]. Bei gap

junctions handelt es sich um Zell-Zell-Kanéle, welche die Zellmembranen zweier
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benachbarter Zellen durchqueren und einen Signal- sowie Stoffaustausch ermdglichen.
Jeweils sechs Transmembranproteine, sogenannte ,Connexine‘, bilden einen Halbkanal
mit zentraler Pore, der als ,Connexon‘ bezeichnet wird. Zwei Kopf-an-Kopf verbundene
Connexone setzen sich zu einem gap junction-Kanal zusammen. In Kardiomyozyten
stellt Connexin 43 (Cx43) das dominierende Transmembranprotein dar [120, 121]. Die
sich aus Cx43 zusammensetzenden gap junction-Kanile erlauben eine Passage von
Molekiilen < 1kDA und sind nicht ionenspezifisch, sodass ein Austausch der meisten
second messenger moglich ist. Hieraus resultiert eine elektrische sowie chemische
Kopplung, die fiir die normale Herzfunktion essenziell ist [122]. Neben der mdglichen
Rolle im Signalweg distal der PKG konnten Schwanke et al. 2002 dariiber hinaus
nachweisen, dass eine ischdmische Pridkonditionierung bei Cx43-defizienten Mausen
keinerlei protektiven Effekt erzielt [123], sodass Cx43 als ein moglicher Mediator der
ischdmischen Prikonditionierung angesehen werden kann. Dies wurde unter anderem in
den Studien von Schulz und Heusch aus dem Jahr 2004 sowie Boengler et al. aus dem
Jahr 2007 belegt [124, 125].

Die exakten Wege der Signaltransduktion iiber Cx43 sind bisher nicht
vollstdndig entschliisselt. Auch die Frage moglicher Effektoren ist noch Gegenstand
aktueller Forschung. Im Hinblick auf die durch Dexmedetomidin induzierte,
kardioprotektive Wirkung iiber eNOS/NO sowie die PKG [89, 114] und den Einfluss
von PKG auf Cx43 [119] wére eine Involvierung von Cx43 im Signaltransduktionsweg

der Dexmedetomidin-induzierten Prédkonditionierung denkbar.

1.4 Ziele der Arbeit

Um perspektivisch pharmakologische Priakonditionierungsstrategien im klinischen
Alltag anwenden zu konnen, ist die Kenntnis der zugrundeliegenden
Signaltransduktionswege essenziell. Durch die Entdeckung des mBKCa-Kanals als
moglicher Mediator der kardialen Prakonditionierung sowie die Aktivierbarkeit dieses
Kanals mittels PKG ergeben sich vielversprechende Forschungs- sowie potenzielle
Behandlungsansidtze. Da bekannt ist, dass Dexmedetomidin iiber den eNOS/NO-
Signalweg die PKG aktiviert [89] und diese im Zusammenhang mit einer Aktivierung
von mBKCa-Kanélen diskutiert wird, kime Dexmedetomidin als ein pharmakologischer

Trigger der iiber mBKCa-Kanéle vermittelten Kardioprotektion in Betracht.
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Die vorliegende Arbeit befasst sich daher mit den folgenden Fragen:
o st der kardioprotektive Effekt einer Dexmedetomidin-Applikation zeit- bzw.
dosisabhingig?
e Wird der kardioprotektive Effekt von Dexmedetomidin iiber eine Offnung
von mBKCa-Kanilen vermittelt?
e Spielt Cx43 eine Rolle in der Dexmedetomidin-induzierten

Prékonditionierung?

ﬂ%[ mBKCa—Kanalbﬁnungt]a} <y

Abb. 3: Zu untersuchender moglicher Signaltransduktionsweg der Dexmedetomidin-induzierten

Kardioprotektion.
Es soll gepriift werden, ob die Kardioprotektion iiber mBKCa-Kanile vermittelt wird. Zudem ist zu
prifen, welche Rolle Cx43 in der Signalkaskade ecinnimmt. Dex = Dexmedetomidin;

Cx43 = Connexin 43; mBKCa = mitochondrialer Calcium-abhingiger Kaliumkanal. Eigene Abbildung.

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurde das folgende Studienmodell gewéhlt:

Es fanden, einem standardisierten Versuchsprotokoll folgend, drei ex-vivo
Versuchsrethen mit randomisiert den Versuchsgruppen zugeteilten, isoliert
perfundierten Rattenherzen an einer Langendorff-Anlage statt. In der ersten
Versuchsreihe wurde Dexmedetomidin (10 nM) jeweils liber 5 Minuten, 10 Minuten
und 25 Minuten appliziert. In der zweiten Versuchsreihe wurde Dexmedetomidin in
Konzentrationen von 0,1 nM, 0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 10 nM und 30 nM iiber jeweils
5 Minuten verabreicht. In der dritten Versuchsreihe erfolgte die Applikation von
Dexmedetomidin (3 nM) liber 5 Minuten. Als mBKCa-Kanalblocker wurde Paxilline,
als Inhibitor von Cx43 wurde Gap27 eingesetzt. NS1619 fungierte als mBKCa-
Kanalaktivator. Studienendpunkt war in allen Versuchsreihen die Bestimmung der
InfarktgroBenauswertung nach Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung (TTC-Firbung)

mittels planimetrischer Erfassung als prozentualer Anteil des Risikogebietes.
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2. Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere
Die fiir die Versuche an der Langendorff-Anlage benétigten Tiere stammten aus der
Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben
(ZETT) des Universitéitsklinikums Diisseldorf (Internes Aktenzeichen der ZETT:
0 27/12) und wurden iiber die Firma Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Laval,
Frankreich) bezogen.

Es wurden ausschlieBlich minnliche Wistar-Ratten ausgewéhlt, die keinerlei
Krankheitszeichen aufwiesen und die zwischen 250 — 350 g wogen. Die Tiere waren
zum Zeitpunkt der Studie ca. drei Monate alt. Insgesamt wurden 130 Tiere fiir die
Untersuchungen eingesetzt.

Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn unter standardisierten Bedingungen
gehalten und waren in Makrolon®-Kéfigen vorgeschriebener GroBe auf entkeimtem
Weichholzgranulat (Fa. Rettenmaier & Sohne GmbH & Co. KG, Rosenberg,
Deutschland) bei einer Raumtemperatur von 20 — 24°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50 — 60% untergebracht. Zu den klimatisierten Bedingungen zdhlte
auch eine Luftumwilzrate von 16 — 20-mal pro Stunde. Ein Tag-Nacht-Wechsel alle
12 Stunden wurde durch kiinstliches Licht in einer Intensitit von 300 — 320 Lux
gewihrleistet. Den Tieren stand ein Alleinfuttermittel fiir Ratten und Méuse (Fa. Ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) sowie entkeimtes Trinkwasser (ozonisiert
und mit HCI angesduert, pH-Wert zwischen 2,6 und 3,0) ad libitum zur Verfligung. Es

erfolgten regelméBige tierdrztliche Untersuchungen.

2.1.2 Krebs-Henseleit-Puffer

Eine entscheidende Voraussetzung fiir die experimentellen Versuche am isolierten
Herzen war das Weiterschlagen des Herzens liber mehrere Stunden an der Langendorft-
Anlage. Fiir die kontinuierliche Perfusion wurde ein modifizierter Bikarbonat-Puffer
nach Krebs und Henseleit verwendet [126], dessen Elektrolytzusammensetzung sich an
den physiologischen Blutplasmakonzentrationen orientierte. Der Puffer wurde aus den

aufgefiihrten Substanzen (s. Tabelle 1) in Aqua destillata hergestellt.
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Substanz Summenformel | Molare Stoffmengen- Menge [g]
Masse konzentration auf 51
[g/mol] [mM]
Natriumchlorid NaCl 58,44 118,00 34,480
Kaliumchlorid KCl 74,55 4,70 1,751
Magnesiumsulfat- MgSO; - TH,O 246,48 1,20 1,479
Heptahydrat
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, 136,09 1,20 0,817
Natriumhydrogencarbonat NaHCO:; 84,01 25,00 10,501
Ethylendiamintetraessigsdure | CioHisN>Os 292,24 0,50 0,731
(EDTA)
Calciumchlorid CaCl, 110,99 2,25 1,249
Glucose (wasserfrei) CsH 1206 180,16 11,00 9,909
L-Lactat-Natriumsalz C;H:0;- Na 112,10 1,00 0,561

Tabelle 1: Zusammensetzung des modifizierten Krebs-Henseleit-Puffers.

2.1.3 Die genutzten Substanzen

Dexmedetomidin

Dexmedetomidin ist ein Isomer von Medetomidin und ein Imidazolderivat mit einer

molaren Masse von 200,28 g/mol und der Summenformel C3H;6N, (s. Abb. 4). Wie in

Abschnitt 1.3 der Arbeit beschrieben handelt es sich um einen hochpotenten, selektiven

Alpha-2-Agonisten, welcher dosisabhéngig die Alpha-2-Adrenozeptoren aktiviert und

so die Freisetzung von Noradrenalin vermindert.

Das fiir die Versuche genutzte Dexmedetomidin(-hydrochlorid) (molare Masse:

236,74 g/mol, Summenformel: C;3Hi¢N, - HCI) stammte von der Firma Sigma-Aldrich

Chemie GmbH (Miinchen, Deutschland) und wurde als Pulver geliefert. Das Pulver

wurde in Aqua destillata zu einem 10 mM Stock geldst und der Stock fiir die Versuche

mit Krebs-Henseleit-Puffer weiter verdiinnt, um die gewiinschte Endkonzentration am

Herzen zu erhalten.

Abb. 4: Strukturformel von Dexmedetomidin.

CHj3
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Paxilline

Paxilline gehort zu den Mykotoxinen und wird vom Pilz Penicillium paxilli produziert.
Es handelt sich um ein polyzyklisches Diterpen-Indol-Alkaloidmolekiil mit der
Summenformel C,;H3;3NO4 und einer molaren Masse von 435,6 g/mol (s. Abb. 5),
welches als potenter BKCa-Kanal-Blocker fungiert [127, 128].

Das fiir die Versuche genutzte Paxilline stammte von der Firma Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Miinchen, Deutschland) und wurde als Pulver geliefert. Das Pulver
wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) zu einem 10 mM Stock geldst und der Stock fiir
die Versuche mit Krebs-Henseleit-Puffer weiter verdiinnt, um eine Endkonzentration
von 1 puM am Herzen zu erhalten. Die gewiéhlte Konzentration kniipft hierbei an

vorangegangene Untersuchungen des Instituts an [129].

Abb. 5: Strukturformel von Paxilline.

Gap27

Bei der Substanz Gap27 handelt es sich um ein Polypeptid mit der Aminosduresequenz
Ser-Arg-Pro-Thr-Glu-Lys-Thr-Ile-Phe-Ile-lle, welches als Connexin mimetic peptide
mit den zwei extrazelluldren Schleifen des Cx43 iibereinstimmt. Hierdurch hat Gap27
sowohl eine spezifische Wirkung auf die durch Cx43 ausgebildeten gap junctions als
auch auf die Halbkanile [130]. In der durchgefiihrten Studie wurde Gap27 als Inhibitor
des Cx43 eingesetzt [131]. Die Zulieferung erfolgte iiber die Firma Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Miinchen, Deutschland) in Form eines Pulvers. Gap27 wurde in DMSO
zu einem 6 mM Stock gelost sowie fiir die Versuche weiter verdiinnt, sodass es in der in
bereits vorangegangenen Untersuchungen etablierten Standard-Konzentration von 6 uM

verwendet werden konnte [129, 131].
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NS1619
Die Substanz NS1619 ist ein selektiver mBKCa-Kanal-Aktivator [132] mit der

Summenformel C;sHsF¢N>O, und einer molaren Masse von 362,23 g/mol (s. Abb. 6).
Wie Dexmedetomidin, Paxilline und Gap27 stammte das fiir die Versuche verwendete
NS1619 von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, Deutschland) und
wurde ebenfalls als Pulver geliefert. Das Pulver wurde in DMSO zu einem 10 mM
Stock geldst und der Stock fiir die Versuche mit Krebs-Henseleit-Puffer weiter
verdiinnt, um eine Endkonzentration von 10 uM am Herzen zu erhalten. Hierbei handelt

es sich um die aus vorangegangenen Untersuchungen hervorgegangene Standarddosis

[133].
- J@\
FaC N/&D
H
Abb. 6: Strukturformel von NS1619.
Heparin

Heparin ist ein natiirlich vorkommendes Glycosaminoglycan, welches als
Antikoagulanz Verwendung findet. Heparin bindet an Antithrombinmolekiile,
insbesondere Antithrombin III, und vervielfacht im so entstandenen Komplex, der auch
als ,Sofortinhibitor‘ bezeichnet wird, dessen antikoagulatorische Wirkung. Durch den
Komplex werden verschiedene Gerinnungsenzyme, beispielsweise Thrombin (Faktor
IIa), inaktiviert [ 134].

Fiir die Versuche wurde die ,,Heparin-Natrium-Injektionsldsung 25.000 LE.* der
Firma Ratiopharm (Ulm, Deutschland) verwendet. Je 1000 L[E. wurde jedem

Versuchstier zeitgleich mit Pentobarbital intraperitoneal injiziert.
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Pentobarbital

Pentobarbital (Summenformel: C,H;sN,Os; molare Masse: 226,27 g/mol, s. Abb. 7) ist
ein mit einer Wirkdauer von vier bis acht Stunden mittellang wirksames Derivat der
Barbitursiure, welches 1915 von der Firma Bayer patentiert wurde [135]. Uber die
Bindung an die B-Untereinheit von GABA-A-Rezeptoren fiihrt Pentobarbital zu einem
Chlorid-Einstrom und damit zu einer Zunahme der Wirkung des inhibitorischen
Transmitters GABA. Zudem kommt es zu einer Hemmung des exzitatorischen
Glutamat-Rezeptors [136], wodurch — in Abhdngigkeit der gewéhlten Dosierung — eine
sedative bis narkotische Wirkung erreicht wird. Zudem besitzt Pentobarbital in
subnarkotischer Dosierung hyperalgetische Eigenschaften.

In der Tiermedizin wird eine bewusste Uberdosierung des Narkotikums zur
schmerzfreien Euthanasie verwendet, wobei das wasserlosliche Natriumsalz
(Pentobarbital-Natrium) zum Einsatz kommt.

Fiir die Versuche wurde eine Pentobarbital-Injektionslosung (CAS-Nr. 76-74-4;
Narcoren® fiir Tiere, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) in einer Dosierung

von 90 mg/kgKG intraperitoneal verabreicht.

X
HN NH
O @]
CH3
H1C CHs

Abb. 7: Strukturformel von Pentobarbital.

Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

TTC ist eine quartire Ammoniumverbindung und ein Redox-Farbstoff mit einer
molaren Masse von 334,81 g/mol und der Summenformel C;oH;sCINy4 (s. Abb. 8). TTC
ist wasserldslich und im oxygenierten Zustand (Tetrazolium) farblos. Im reduzierten
Zustand (Formazan) ist der Indikator rot. Das fiir die Versuche zur Anwendung
gekommene TTC stammte von der Firma SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland).
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Abb. 8: Strukturformel von TTC.

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMSO ist ein organisches Losungsmittel, welches zur Verbindungsklasse der Sulfoxide
zahlt und welches sehr guten Losungseigenschaften fiir organische und anorganische
Chemikalien aufweist. Das in den Versuchen als Trédgerstoff verwendete DMSO
stammte von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, Deutschland) und
besal} bei der Summenformel C,HsOS eine molare Masse von 78,13 g/mol (s. Abb. 9).

[
S
HyC~  “CHs

Abb. 9: Strukturformel von DMSO.

2.1.4 Verwendete Geriate, Materialien, Gase und Chemikalien

Die folgenden Tabellen geben eine Ubersicht iiber die in den Versuchen verwendeten
Chemikalien (s. Tabelle 2), die angewandten Hard- und Software-Programme
(s. Tabelle 3), die verwendeten Labormaterialien und Laborgerite (s. Tabelle 4), die
verwendeten Gase (s. Tabelle 5) sowie iiber die Bestandteile der Langendorff-Anlage
(s. Tabelle 6). Um eine bessere Ubersicht zu gewihrleisten, wurde auf die Auffiihrung
unspezifischer Laborgerdte wie beispielsweise Scheren, Klemmen, Pipetten etc. in der

Tabelle der Labormaterialien verzichtet.
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Summenformel Hersteller Sitz des Herstellers
Natriumchlorid NaCl Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Kaliumchlorid KClI Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Magnesiumsulfat- MgSO, - TH,O Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Heptahydrat Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat | KH,PO, Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Natriumhydrogencarbonat NaHCO:s Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Ethylendiamintetraessigsidure | C,oH;sN,Os Carl Roth GmbH Karlsruhe,
(EDTA) Deutschland
Calciumchlorid CaCl, Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Natriumchlorid 0,9% NaCl Fresenius Bad Homburg,
Deutschland
TTC C1oH5CINy SERVA Heidelberg,
Electrophoresis Deutschland
GmbH
Formaldehyd CH-O Merck KGaA Darmstadt,
(Formalin 37%) Deutschland
Sigma 7-9 ® NH,C(CH,OH), Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
DMSO C.H:OS Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Pentobarbital C11HisN>Os Merial GmbH Hallbergmoos,
Deutschland
Heparin unspezifisch Ratiopharm Ulm, Deutschland
Dexmedetomidin CisHigN: Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Paxilline C7H33NO4 Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Ns1619 CisHsFsN>O» Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Gap27 CeoH 102N 15017 Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland

Tabelle 2: Liste der Chemikalien.

Produktname Hersteller Sitz des Herstellers
Datenerfassungssystem PowerLab/8SP ADlInstruments Pty Castle Hill,
Ltd Australien
Aufzeichnungssoftware © LabChart 7 ADInstruments Pty Castle Hill,
Ltd Australien

Planimetrie-Software

© Sigma Scan Pro 5

Systat Software Inc.

San Jose, CA, USA

Statistiksoftware GraphPad StatMate GraphPad Software San Diego, CA, USA
Version 1.01

Statistische Analyse SPSS Science SPSS Science Erkrath, Deutschland
Software Version Software GmbH
12.0.1

Flachbrettscanner © CanoScan LIDE Canon Krefeld, Deutschland
700F

Planimetrie-Software

© Sigma Scan Pro 5

Systat Software Inc.

San Jose, CA, USA

Tabelle 3: Liste der Hard- und Software.

24



Produktname Hersteller Sitz des Herstellers
1 ml Spritze Omnifix®-F 1, Luer- B. Braun Melsungen,
Lock Deutschland
3 ml Spritze Omnifix®-F 3, Luer- B. Braun Melsungen,
Lock Deutschland
5 ml Spritze Omnifix®-F 5, Luer- B. Braun Melsungen,
Lock Deutschland
10 ml Spritze Omnifix®-F 10, Luer- B. Braun Melsungen,
Lock Deutschland
Kaniile fiir 1 ml Spritze Sterican® Gr. 20 B. Braun Melsungen,
Deutschland
Kaniile fiir 3-10 ml Sterican® Gr. 1 B. Braun Melsungen,
Spritze Deutschland
Handschuhe Ansell Nitra-Tex S Ansell Briissel, Belgien
MICRO-TOUCH®
Skalpell-Klingen AESCULAP® Divison B. Braun Melsungen,
100 Deutschland
Polyesterfaden RESORBA Polyester RESORBA Medical | Niirnberg,
1,5 metric GmbH Deutschland
Kleintierdekapitator Biological Research Ugo Basile S.R.L. Comerio, Italien
Apparatus 21025
Laborwaage BP 1200 Sartorius AG Gottingen,
Deutschland
Prizisionswaage SECURA 224-18S Sartorius AG Gottingen,
Deutschland
Digitalwaage Scout Pro SPU 202 OHAUS Europe Nénikon, Schweiz
GmbH
pH-Meter Digital pH-Meter Typ Knick Elektronische | Berlin, Deutschland
646 Messgerdte GmbH
& Co. KG
Digitalthermometer Temperaturmessgerét GHM GROUP - Regenstauf,
GTH 1150 C Greisinger Deutschland
Einhéingethermostat Julabo MW-4 Sigma-Aldrich Taufkirchen,
Deutschland
Blutgasanalysator ABL 700 Radiometer GmbH Willich, Deutschland
Perfusatflasche ISO 5000 ml SIMAX BDL Turnov,
Tschechische
Republik
Magnetriihrer MR Hei-Tec Heidolph Schwabach,
Instruments Deutschland
Multiwellplatten 24 well plate Becton Dickinson Le Pont-de-Claix,
Frankreich

Tabelle 4: Liste der Labormaterialien und Laborgeriite.

Zusammensetzung Hersteller Sitz des Herstellers
Carbogen 5% CO,, 95% O, Linde AG Miinchen,
Deutschland
Stickstoff N» Linde AG Miinchen,
Deutschland

Tabelle 5: Liste der Gase.
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Produktname Hersteller Sitz des Herstellers
Peristaltische Pumpe Minipuls 3 Peristaltic ADInstruments Oxford,
Pump GroBbritannien
Schliuche fiir die TYGON® R-3603, Saint-Gobain Process | Akron, Ohio, USA
peristaltische Pumpe 3,20 mm ID Systems
Pumpenregler STH Pump Controller | ADInstruments Oxford,
175 GroBbritannien
Briickenverstirker Bridge Amplifier ADInstruments Oxford,
FE221 Grofbritannien
Druckaufnehmer MLT 844/d ADInstruments Oxford,
Physiological Pressure GroBbritannien
Transducer
Eichanlage HSE Druckeichgerit Hugo Sachs March, Deutschland
Typ 367 Elektronik
Wasserbad Julabo EC-5 JULABO GmbH Seelbach,
Deutschland
Temperierbad Julabo MW-6 JULABO GmbH Seelbach,
Deutschland
Perfusor 1 Braun Perfusor® B. Braun Melsungen,
Space, Typ 8713030 Deutschland
Perfusor 2 Braun Perfusor® B. Braun Melsungen,
Space, Typ 8713030 Deutschland
Perfusorschliuche Braun Original B. Braun Melsungen,
Perfusor®, Type IV- Deutschland
Standard
Verbindungsleitung Braun ProSet B. Braun Melsungen,
Perfusor Verbindungsleitung Deutschland
1x2x150mm
Spezialschliuche fiir die Tubing F11794, PVC, | Glison Inc. Villiers le Bel,
Langendorff-Anlage 3,18 mm ID Frankreich

Tabelle 6: Liste der Bestandteile der Langendorff-Anlage.

2.2 Methode

2.2.1 Die Langendorff-Anlage

1895 beschrieb der Mediziner und Physiologe Oscar Langendorff erstmals die ex-vivo-
Organperfusion eines isolierten Sadugetierherzens [137], welche die Untersuchung des
Effekts von Medikamenten auf das Herz ohne den Einfluss neuronaler sowie
hormoneller Faktoren innerhalb eines lebenden Organismus ermoglichte. Inzwischen ist
das isolierte Herz nach Langendorff eine seit vielen Jahren in der physiologischen,
pharmakologischen und klinischen Forschung etablierte Methode, wobei mittels einer
oxygenierten und néhrstoffreichen Losung in der Langendorff-Apparatur das Herz
retrograd perfundiert und so ein Weiterschlagen des Herzens nach Organentnahme

ermOglicht wird.
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Fir die Versuche der vorliegenden Arbeit wurde eine im Institut fiir
Experimentelle Anésthesiologie Diisseldorf selbstgebaute, mit dem Grundgeriist einer
kommerziell erhéltlichen Langendorff-Anlage der Firma ADInstruments vergleichbare,
Langendorff-Anlage verwendet, die sich funktional aus einem Perfusionssystem und
einem Wirmekreislauf zusammensetzte.

Das Perfusionssystem gewihrleistete die Versorgung des Herzens mit
oxygeniertem und néhrstoffreichem Perfusat, wobei es sich bei dem in den Versuchen
verwendeten Perfusat um den bereits beschriebenen Krebs-Henseleit-Puffer handelte.
Dieser war in Elektrolytzusammensetzung, Temperatur, pH-Wert und Gassittigung
derart optimiert, dass die Herzen mehrere Stunden ohne wesentliche
Funktionsbeeintriachtigung an der Anlage schlagen konnten [138]. Das Perfusat befand
sich in einem externen Perfusatbehélter und wurde iiber eine peristaltische Pumpe zur
Aortenkantile geleitet, wo das fixierte Herz retrograd perfundiert wurde. Bereits durch
das Herz geflossenes Perfusat wurde nicht erneut zur Perfusion des Herzens verwendet,
sondern verworfen. Zur Induktion der Myokardischdmie konnte die Perfusion des
Herzens durch Umlegen eines Drei-Wege-Hahns, der sich proximal der Aortenkaniile
befand, gestoppt werden. In der Ischdmiephase wurde das Perfusionssystem auf einen
rezirkulierenden Modus umgestellt, sodass der Krebs-Henseleit-Puffer mittels der
peristaltischen Pumpe wieder zuriick in den Perfusatbehélter geleitet wurde. Zwecks
Verhinderung der Auskiihlung des Perfusats auf dem Weg vom Perfusatbehélter zum
Herzen wurden zwei Wirmekammern hinzugefiigt, in denen erwirmtes Wasser aus
einem separaten Wasserbad zirkulierte. Eine der Warmekammern war gleichzeitig ein
Luftfanger, um eine Embolisierung der Koronarien durch Luftblasen zu verhindern. Die
zweite Kammer konnte, um wiéhrend der Ischdmiephase eine Diffusion von Sauerstoff
aus der Raumluft in das isolierte Herz zu verhindern, mit auf ca. 37,8 °C (= 0,2 °C)
gewiarmtem und mit Stickstoff begasten Krebs-Henseleit-Puffer aufgefiillt werden.

Der Aufbau der verwendeten Langendorff-Apparatur kann der Abbildung 10

(Abb. 10) entnommen werden.
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Abb. 10: Aufbau der Langendorff-Anlage.

. Drehregler zur Regulierung des Carbogenzuflusses in das Perfusat.

. Perfusatbehilter im Wasserbad der Langendorff-Anlage.

. Einhéngethermostat, wortiber das Wasserbad auf 44 — 45°c temperiert wurde.

. Peristaltische Pumpe.

. Beheizbarer Warmekammer, die gleichzeitig als Luftfanger fungierte.

. Beheizbares Reservoir.

. Dreiwegehahn, iiber den der Rezirkulationskreislauf eingestellt werden konnte.

. Dem Herzen vorgeschaltete Perfusoren.

. Wérmevorrichtung, die wihrend der Ischdmie verschlossen und mit N-begastem KHB befiillt wurde.
10. Power-Lab-Station, an die die Druckaufnehmer sowie die Pumpe angeschlossen waren.

O 0 1NN AW -

Die fiir die Versuche verwendete peristaltische Pumpe und der daran
angeschlossene Pumpenregler ermodglichten wahlweise eine Organperfusion unter
konstantem Druck oder unter konstanten Flussbedingungen. Fiir diese Studie wurde der
Modus eines druckkonstanten Systems mit einem Druck von 80 mmHg gewihlt, sodass
die Flussrate durch den Pumpenregler variabel angepasst wurde. Die Eichung der
Pumpgeschwindigkeit erfolgte hierbei iiber die Eichung des Flusses im System. Die
Messung des Druckes erfolgte im Bereich der Aortenkaniile {iber einen angeschlossenen
Druckaufnehmer und Druckumwandler. Zur Einstellung eines enddiastolischen Drucks
von 4 — 8 mmHg sowie zur Messung der linksventrikuldren Funktion wurde zudem ein
fliissigkeitsgefiillter (NaCl 0,9 %) Ballon in den linken Ventrikel eingefiihrt. Der Ballon

war dabei an einen zweiten Druckaufnehmer angeschlossen. Die Signale wurden mit
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einer Abtastrate von 500 Hz iiber ein Datenerfassungssystem (PowerLab/8SP;
ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australien) unter Verwendung der Software
© LabChart 7 (ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australien) aufgezeichnet. Auf
diese Weise wurden die Herzfrequenz (HR), der linksventrikuldre enddiastolische
Druck (LVEDP), der linksventrikuldre systolische Druck (LVSP) sowie der
Aortendruck (AoP) wihrend der Versuche gemessen. Die Messung des Koronarflusses
(CF) erfolgte manuell [139] (s. Tabelle 7). Arrhythmische Intervalle, wie beispielsweise

bei Kammerflimmern, wurden von der Datenanalyse ausgeschlossen.

Abkiirzung | Mafleinheit | Beschreibung
(Eng.)

Koronarfluss CF ml/min Durch den konstanten Perfusionsdruck in
einem direkten Zusammenhang mit dem
GefaBwiderstand stehend und damit ein
direkter Messwert fiir den koronaren
Widerstand.

Herzfrequenz HR bpm Anzahl der Herzschlidge pro Minute

Aortaler Druck AoP mmHg Perfusionsdruck

Linksventrikulirer | LVSP mmHg Druck in der linken Herzkammer zum

systolischer Druck Zeitpunkt der Kontraktionsphase des Herzens

Linksventrikulirer | LVEDP mmHg Artifiziell bei jedem Versuch auf 4-8 mmHg

enddiastolischer eingestellt. Vor der Ischdmie konstant,

Druck wihrend der Ischdmie durch
Kalziumausschiittung steigend und damit ein
indirekter Hinweis auf das Ausmall des
geschidigten Areals.

rate pressure product | RPP bpm * Berechnet sich aus HR * LVSP; MaB fiir die

mmHg Arbeit, die das Herz zum Schlagen leisten

muss. Indirektes MaB fiir den
Energieverbrauch des Herzens.

Tabelle 7: Ubersicht iiber die gemessenen himodynamischen Parameter.
Die Parameter wurden wihrend der Stabilisierungsphase (baseline), der Applikationsphase, der wash-out-
Phase sowie in Minute 30 und 60 der Reperfusion erhoben.

2.2.2 Herstellung des Krebs-Henseleit-Puffers

Zur Vermeidung von moglichem Bakterienwachstum sowie von
Kristallisierungsprozessen, die am isoliert perfundierten Herzen zu Embolien fiihren
konnen, wurde der Krebs-Henseleit-Puffer zu Beginn eines jeden Versuchstages mit den
in Tabelle 1 aufgefiihrten Substanzen frisch hergestellt. Hierzu wurden die benannten
Substanzen in einen mit fiinf Liter Aqua destillata gefiillten Glaskolben gegeben und
unter Verwendung eines Magnetrithrers mit Heizfunktion geldst. Der mit auf
Korpertemperatur erwiarmten Pufferlosung gefiillte Kolben wurde abschlieSend
unmittelbar in das ebenfalls auf ca. 44 — 45°C vorgeheizte Wasserbad der Langendorff-

Anlage gestellt.
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2.2.3 Vorbereitung der Langendorff-Anlage

Nach Uberfiihrung des Glaskolbens mit der modifizierten Krebs-Henseleit-Pufferlosung
in das auf eine Temperatur von ca. 44 — 45°C vorgeheizte Wiarmebad wurde ein
Thermostat zur Temperaturkontrolle eingehangen und die Pufferlosung kontinuierlich
mit Carbogen, bestehend aus 95 % O, und 5 % CO,, begast. Auf diese Weise wurde
einerseits erreicht, dass die Endtemperatur am Herzen der Korpertemperatur entsprach
und andererseits sichergestellt, dass das Perfusat ausreichend oxygeniert war und einen
pH-Wert nahe dem physiologischen Bereich von 7,35 — 7,45 aufwies, was mittels
regelmiBiger Proben in einem Blutgasanalysegerit Uberpriift wurde [139]. Die
Schlduche der Anlage wurden in die Pumpe sowie in den Glaskolben mit der
Pufferlosung eingelegt, die peristaltische Pumpe wurde angeschaltet und die korrekte
Flussrichtung des Perfusats wurde im offenen Kreislauf iiberpriift. Es erfolgte das
Entliiften der Anlage sowie die Spililung aller Sensoren, sodass gegebenenfalls
vorhandene Luftblasen entfernt wurden. Auch die Druckaufnehmer sowie der
Ballonkatheter wurden auf mogliche Lufteinschliisse tiberpriift und die Druckaufnehmer

abschlieBend mit Hilfe eines Quecksilbereichsystems geeicht.

2.2.4 Priaparation und Organentnahme

Die Versuchstiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 90 mg/kgKG
Pentobarbital (Narcoren®, Verdiinnung mit NaCl im Verhiltnis 1:10) bei zeitgleicher
Verabreichung von einer Koagulationsprophylaxe in Form von 0,2 ml Heparin
(Heparin-Natrium, 25000 L.E./5 ml) andsthesiert. Bei tiefer Sedierung und erloschenen
Schutzreflexen (Zwischenzehenreflex, Kornealreflex und Schwanzreflex) erfolgte die
Dekapitation mittels Guillotine. Die Erdffnung der Bauchhdhle wurde iiber einen
horizontalen Hautschnitt unterhalb des Sternums vorgenommen. Uber einen
transversalen Schnitt fand die Erdffnung des Thorax statt, der mittels eines
Thoraxspalters aufgeweitet und offengehalten wurde. Mit Hilfe einer stumpfen Pinzette
wurde das Herz anschlieBend von der Thoraxwand sowie vom Zwerchfell abprapariert
und es erfolgte die Perikardiotomie. Durch vorsichtiges Herausheben des Herzens an
der Herzbasis konnten die Leitungsbahnen des Herzens dargestellt und das Herz am
GefiBstamm abgesetzt werden. Das Herz wurde zur Uberbriickung bis zum Anschluss
an die Langendorff-Anlage unverziiglich in eine 0,9 %-ige Natriumchlorid-Losung
tiberfilhrt. Um das Risiko einer verldngerten Ischdmiezeit sowie einer moglichen

Traumatisierung des Gewebes zu minimieren, bestand fir den Vorgang von
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Dekapitation iiber Organentnahme bis hin zur Fixierung des Herzens an der

Langendorff-Anlage ein Zeitraum von maximal 90 Sekunden.

2.2.5 Vorbereitung des Herzens an der Langendorff-Anlage

Das Herz wurde aus der NaCl-Losung genommen und mittels zweier atraumatischer
Pinzetten an der aortalen Offnung iiber den Herzadapter der Langendorff-Anlage
gestiilpt. Hierbei war darauf zu achten, den Aortenstumpf nicht zu hoch zu ziehen, um
eine Beschidigung der Aortenklappe zu vermeiden. Es erfolgte zunichst die
provisorische Fixierung unter Verwendung einer Bulldogklemme, bevor die endgiiltige
Fixierung des Herzens an der Kaniile durch eine Fadenligatur mittels eines
Polyesterfadens vorgenommen wurde. Die Ligatur erfolgte dabei zwischen dem ersten
Abgang des Arcus aortae sowie den Koronarabgédngen. Bei stabiler Befestigung durch
den Polyesterfaden wurde die Klemme entfernt. Das Herz wurde retrograd durch die
Aorta perfundiert, was zum Schluss der Aortenklappe fiihrte, sodass das Perfusat iiber
die Koronarien in das Herz hinein und iiber den Sinus coronarius aus dem Herzen in ein
Auffangbecken floss. Zur Einfithrung des Ballonkatheters in den linken Ventrikel wurde
das linke Herzohr eingeschnitten und der zusammengefaltete Ballon iiber das Herzohr
in den linken Vorhof und dann durch die Mitralklappe in die Spitze des linken
Ventrikels gefiihrt. Um die Vorlast des Herzens zu simulieren, wurde der Ballon mittels
einer mit NaCl-gefiillten Spritze entfaltet. Das hinzugegebene Volumen wurde dabei so
gewihlt, dass ein enddiastolischer Druck von 4 — 8 mmHg erreicht wurde. Zudem

wurde iiber den Adjustregler der AoP auf ca. 80 mmHg eingestellt.

2.2.6 Versuchsprotokolle

Die durchgefiihrte Studie bestand aus drei separaten Versuchsprotokollen, die
aufeinander aufbauten. Im ersten Teil der Studie sollte untersucht werden, welche
Applikationsdauer von Dexmedetomidin am stérksten kardioprotektiv wirkt. Im zweiten
Teil der Studie sollte auf Grundlage der ermittelten Applikationsdauer die potenteste
Dosierung hinsichtlich der Kardioprotektion gefunden werden. Aufbauend auf den
gewonnenen Ergebnissen wurde mit dem dritten Versuchsprotokoll untersucht, iiber
welche Mechanismen der kardioprotektive Effekt von Dexmedetomidin vermittelt wird,

wobei der Fokus auf die Rolle der mBK Ca-Kanile gelegt wurde.
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2.2.6.1 Zeitfindungsstudie
In der Vergangenheit hatten verschiedene Studien [89, 113, 114] bereits gezeigt, dass

die Applikation von Dexmedetomidin in der Konzentration von 10 nM {iber 25 Minuten
einen kardioprotektiven Effekt erzielt. Aus diesem Grund wurde eine Konzentration von
10 nM gewihlt, um damit die Versuche zur Zeitfindung durchzufiihren. Je sechs
Versuchstiere wurden randomisiert den Versuchsgruppen 1 bis 4 zugeteilt. Alle
Versuchsgruppen durchliefen eine Stabilisierungsphase (baseline) von mindestsens 15
Minuten, eine wash-out-Phase von 5 Minuten sowie eine Ischdmie-Phase von 33
Minuten und eine Reperfusionsphase von 60 Minuten. Die Dauer der Applikationsphase
variterte, wobei KHB bzw. Dexmedetomidin mit Hilfe eines Perfusors unmittelbar
proximal der Aortenkantile appliziert wurde. Die Applikationsrate war festgelegt auf
1 % des zuvor gemessenen CF [139]. In der Kontrollgruppe (Con) wurde KHB fiir 25
Minuten verabreicht. In Gruppe 2 wurden die Herzen nach 15 Minuten
Stabilisierungsphase fiir 25 Minuten mit Dexmedetomidin (10 nM) perfundiert, ehe 5
Minuten wash-out-Phase und 33 Minuten Ischdmie sowie 60 Minuten Reperfusion
folgten. In den Gruppen 3 sowie 4 wurde Dexmedetomidin (10 nM) nach demselben
Prinzip fiir je 5 bzw. 10 Minuten verabreicht (s. Abb. 11). Nach Versuchsende wurden

die Herzen unmittelbar bei -20 °C bis zur spiteren Farbung eingefroren.

15 55 5 53 5 5 33 60
Con | Stabilisierung | I Reperfusion |
Dex 25 . Ischamie Reperfusion |
Dex 10 | Stabilisierung Reperfusion |
Dex 5 | Stabilisierung Reperfusion |

Abb. 11: Versuchsprotokoll zur Zeitfindungsstudie.

Alle Versuchsgruppen durchliefen eine mindestens 15-miniitige Stabilisierungsphase. In der
darauffolgenden Applikationsphase wurde in der Kontrollgruppe (Con) KHB fiir 25 Minuten und in den
Gruppen 2 — 4 jeweils 10 nM Dexmedetomidin (Dex) fiir 25, 10 bzw. 5 Minuten verabreicht. In allen
Gruppen erfolgte daraufhin eine 5-miniitige wash-out-Phase, eine 33-miniitige Ischdmie-Phase und eine
60-miniitige Reperfusionsphase. Eigene Abbildung, modifiziert nach [139].

2.2.6.2 Dosisfindungsstudie

Autfbauend auf den Ergebnissen aus dem Protokoll zur Zeitfindungsstudie wurde fiir die
Versuchsreihe zur Dosisfindung mit einer Applikationsdauer von 5 Minuten gearbeitet.
Je sechs Versuchstiere wurden randomisiert den Versuchsgruppen 1 bis 7 zugeteilt.
Auch in diesem Untersuchungsabschnitt durchliefen alle Versuchsgruppen mindestens

15 Minuten Stabilisierungsphase, worauthin die auf 5 Minuten festgelegte
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Applikationsphase folgte. In der Kontrollgruppe (Con) wurden die Herzen mit KHB mit
einer Rate von 1% des Koronarflusses perfundiert, wihrend in den Gruppen 2 bis 7
Dexmedetomidin in steigender Dosierung von 0,1 nM, 0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 10 nM
bzw. 30 nM mit ebenfalls einer Rate von 1 % des Koronarflusses perfundiert wurde. Bei
allen Versuchsgruppen erfolgte nach der Applikationsphase 5 Minuten wash-out, 33
Minuten Ischdmie und 60 Minuten Reperfusion (s. Abb. 12).

15 35 33 60
Con | Stabilisierung |

Reperfusion |
Reperfusion |
Dex 0,2 | Stabilisierungl | Reperfusion |

Dex 0,1 | Stabilisierungl

Dex 1 . Ischamie Reperfusion |
Dex 3 . Ischa@mie Reperfusion |
Dex 10 . Ischamie Reperfusion |
Dex 30 . Ischamie Reperfusion |

Abb. 12: Versuchsprotokoll zur Dosisfindungsstudie.

Alle Versuchsgruppen durchliefen eine 15-miniitige Stabilisierungsphase. In der darauffolgenden
Applikationsphase wurde in der Kontrollgruppe (Con) KHB fiir 5 Minuten und in den Gruppen 2 — 7
jeweils fir 5 Minuten 0,1 nM, 0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 10 nM bzw. 30 nM Dexmedetomidin (Dex)
verabreicht. In allen Gruppen erfolgte daraufhin eine 5-miniitige wash-out-Phase, eine 33-miniitige
Ischdmie-Phase und eine 60-miniitige Reperfusionsphase. Eigene Abbildung, modifiziert nach [139].

2.2.6.3 Signaltransduktionsweg

Im dritten Teil der Studie wurde, aufbauend auf den Ergebnissen aus der Zeit- und
Dosisfindungsstudie, die Verabreichung von 3 nM Dexmedetomidin {iber 5 Minuten als
Grundlage zur Uberpriifung des Signaltransduktionsweges der Dexmedetomidin-
induzierten Kardioprotektion festgesetzt. Insgesamt wurden 64 Tiere randomisiert auf
acht Versuchsgruppen aufgeteilt. Allen Gruppen war eine Stabilisierungsphase von
mindestens 15 Minuten, eine wash-out-Phase von 5 Minuten, eine Ischdmie-Phase von
33 Minuten sowie eine Reperfusionsphase von 60 Minuten gemein. Die
Applikationsphase unterschied sich zwischen den Versuchsgruppen im Hinblick auf die
jeweilige Applikationsdauer und Substanz, wobei alle Substanzen in einer Rate von 1 %
des CF verabreicht wurden.

Abbildung 13 (Abb. 13) zeigt das zugrundeliegende Versuchsprotokoll fiir die
Aufschliisselung des Signaltransduktionsweges der Dexmedetomidin-induzierten

Kardioprotektion.
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15 5 55 33 60

o m i
Dex
Dex
NS1619
O =xkHp W =Dex(3nM) [ =Pax(1umM) [l =Gap27 (6 um) [ =NS1619 (10 pM)
Abb. 13: Versuchsprotokoll zum Signaltransduktionsweg.

Angabe der Dauer in Minuten. Con = Kontrollgruppe; Dex = Dexmedetomidin; Pax = Paxilline. Eigene
Abbildung, modifiziert nach [139].

Gruppe 1 (Con): Applikation von KHB fiir 5 Minuten.
Gruppe 2 (Dex): Applikation von Dexmedetomidin (3 nM) fiir 5 Minuten.

Gruppe 3 (Pax+Dex): Applikation des mBKCa-Kanal-Blockers Paxilline (1 pM) fiir 5 Minuten
vor und fiir 5 Minuten wihrend der gleichzeitigen Gabe von Dexmedetomidin (3 nM), um die
Rolle der mBKCa-Kanéle in der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion zu untersuchen.

Gruppe 4 (Pax): Applikation von Paxilline (1 uM) fiir 10 Minuten, um den alleinigen Effekt
von Paxilline auf die Myokardinfarktgré3e zu untersuchen.

Gruppe 5 (Gap27+Dex): Applikation des Connexin 43-Inhibitors Gap27 (6 uM) fiir 5 Minuten
vor und fiir 5 Minuten wéhrend der gleichzeitigen Gabe von Dexmedetomidin (3 nM), um den
Signaltransduktionsweg der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion zu spezifizieren.

Gruppe 6 (Gap27): Applikation von Gap27 (6 uM) fiir 10 Minuten, um den alleinigen Effekt
von Gap27 auf die Myokardinfarktgréf3e zu untersuchen.

Gruppe 7 (NS1619+Gap27): Gleichzeitige Applikation des mBKCa-Kanal-Aktivators NS1619
(10 uM) mit Gap27 (6 pM) fir 10 Minuten, um den Signaltransduktionsweg der
Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion zu spezifizieren.

Gruppe 8 (NS1619): Applikation von NS1619 (10 uM) fiir 10 Minuten, um den alleinigen
Effekt von NS1619 auf die Myokardinfarktgrof3e zu untersuchen.
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2.27 TTC-Firbung der Rattenherzen

Nach Versuchsende wurden die Herzen von der Langendorff-Anlage abgenommen,
gewogen und bei -20 °C eingefroren. Zur Analyse der InfarktgroBen wurde die TTC-
Féarbung verwendet. Hierbei handelt es sich um eine seit 1981 etablierte Methode zur
Unterscheidung von vitalem und avitalem Gewebe, wobei die im vitalen Gewebe
vorhandenen Dehydrogenasen mit dem Tetrazolinumsalz der Farbelosung reagieren und

dadurch ein dunkelrotes Formazanpigment entsteht (s. Abb. 14).
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Abb. 14: Umbau von Tetrazolium zu Formazan mittels Reduktase in lebenden Zellen.

Auf Grundlage dieser Reaktion erscheint vitales Gewebe nach dem Férben rot und

avitales Gewebe wei3-griulich [140, 141].

vitales Gewebe [rot)

avitales Gewebe [weilk)

Abb. 15: Herzscheibe nach TTC-Firbung.
Das Foto zeigt exemplarisch eine Herzscheibe aus der Pax+Dex-Gruppe nach TTC-Farbung, wobei sich
vitales Gewebe rot und avitales Gewebe weil darstellt.

Zur Herstellung von 0,75%iger TTC-Losung wurden 0,75 g TTC und 1,41 g Sigma
7 — 9 Puffer in 100 ml NaCl 0,9 % geldst und auf 37 °C erhitzt sowie durch Abdeckung
mit Aluminiumfolie vor direktem Lichteinfall geschiitzt. Die Losung wurde unter
Aufrechterhaltung der Temperatur durch das langsame Hineintropfen von 37 %-iger

Salzsdure (HCl) auf exakt pH 7,42 titriert.
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Die eingefrorenen Herzen wurden in 1 — 2 mm dicke Scheiben geschnitten.
Anschlieend wurden die Herzen mit der Schnittfliche nach unten in eine Wellplatte
gelegt, wobei je eine Herzscheibe pro Fach zu liegen kam und mit je einem Stof3 (1 ml)
der TTC-Losung bedeckt wurde. Es erfolgte die Inkubation der Herzscheiben bei 37 °C
fiir 15 Minuten, ehe die Herzscheiben in eine neue Wellplatte mit weiterhin nach unten
gerichteter Schnittfliche umgelagert wurden und pro Fach je 1 ml Formaldehyd-Losung
4 % hinzugegeben wurde. Die Herzscheiben wurden anschlieend fiir mindestens ca. 24
Stunden bei Raumtemperatur in der Losung zwecks Fixierung belassen.

Zur Auswertung der Infarktareale wurden die Herzscheiben eingescannt und
unter Verwendung des Programmes © Sigma Scan Pro 5 verblindet analysiert. Um die
visuelle Differenzierung zwischen infarziertem und vitalem Gewebe zu erleichtern,
wurde sowohl die Farbsittigung als auch die Kontrastierung der Bilddateien um 30 %
erhoht. Es wurde anschlieBend das avitale Gebiet des Risikogebietes (AAR = area at
risk) des linken Ventrikels in Verhéltnis zur Gesamtfldche des Risikogebietes des linken
Ventrikels gesetzt und so die Infarktgrof3e in Prozent ermittelt. Im Falle des Vorliegens
liickenhafter Infarktareale wurde die Summe aller vorhandenen Infarktareale einer

Herzscheibe gebildet.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte liber die Programme
GraphPad StatMate Version 1.01 sowie Microsoft Excel®. Uber GraphPad wurde eine
GruppengroBBe von n = 6 — 8 bestimmt, um einen Unterschied der InfarktgroBBe von
25 % mit 80 %iger Sicherheit bei a < 0,05 zu erkennen. Die Schitzungen des mittleren
Unterschieds von 25 % bei einer Standardabweichung von 15 % basierten auf eigenen,
vorangegangenen Versuchen [133, 142]. Die wihrend der Stabilisierungsphase,
Applikationsphase, wash-out-Phase, Ischdmie und Reperfusion gemessenen
himodynamischen Parameter wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse
(two-way ANOVA), gefolgt von einem Turkey's post hoc test analysiert. Die
InfarktgréBen wurden verblindet und durch eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way
ANOVA) gefolgt von einem Tukey’s post hoc test analysiert. Die gewonnenen Daten
wurden als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD) angegeben. Unterschiede

galten als statistisch signifikant, wenn p < 0,05 war [139].
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3. Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt entsprechend der Reihenfolge der
durchgefiihrten Versuchsprotokolle und unterteilt sich in die InfarktgroBenauswertung
sowie die Hidmodynamik. In Bezug auf das Studienprotokoll zum
Signaltransduktionsweg  findet zudem eine Darstellung der Tier- und

Herzcharakteristika statt.

3.1 Ergebnisse des ersten Versuchsprotokolls: Zeitfindungsstudie

3.1.1 Infarktgroflenauswertung
Das Ziel der Zeitfindungsstudie bestand darin, die kiirzeste, signifikant protektive
Applikationsdauer von 10 nM Dexmedetomidin zu finden. Die InfarktgroBe stellte den
primiren Endpunkt der Zeitfindungsstudie dar und wurde anhand der 24 Versuchstiere,
randomisiert auf vier Versuchsgruppen, mittels des zuvor beschriebenen
Versuchsprotokolls (s. Abb. 11) erhoben. Die Infarktgro3e wurde dabei als prozentualer
Anteil des Infarktareals am Risikogebiet des linken Ventrikels angegeben und betrug in
der unbehandelten Kontrollgruppe 49,3 % + 5 % (Mittelwert + Standardabweichung).
Bei pharmakologischer Prikonditionierung des Herzens mit 10 nM Dexmedetomidin
vor Einleitung der Ischimie zeigte sich fiir alle drei Applikationszeitrdume (5 Minuten,
10 Minuten und 25 Minuten) eine signifikante Reduktion der InfarktgroBen auf jeweils
ca. 24 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,0001). Verglichen untereinander
ergaben sich fiir die gewidhlten Applikationszeitrdume keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der InfarktgroBenreduktion.

Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iiber die Mittelwerte der InfarktgréBen sowie die
Standardabweichungen der vier Versuchsgruppen, wihrend Abbildung 16 (Abb. 16) die
gemittelten InfarktgroBen graphisch darstellt.

Mittelwert Infarktgrofie (%) Standardabweichung (%)
Kontrollgruppe (Con) 49,3 +5
10 nM Dexmedetomidin, 5 Minuten 23,6 +4
10 nM Dexmedetomidin, 10 Minuten 23,8 +7
10 nM Dexmedetomidin, 25 Minuten 23,9 +5

Tabelle 8: Infarktgroflenauswertung der Zeitfindungsstudie.
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Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der Infarktgrofen (%) sowie die jeweilige Standardabweichung (%).

Zeitfindungsstudie
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Abb. 16: Infarktgrofienauswertung der Zeitfindungsstudie.

Dargestellt sind die Infarktgrofen + Standardabweichungen (in %) bezogen auf die Versuchsgruppe der
unbehandelten Kontrollherzen (Con), der 5-miniitigen Applikation von 10 nM Dexmedetomidin (10 nM
5 min), der 10-miniitigen Applikation von 10 nM Dexmedetomidin (10 nM 10 min) sowie der 25-
miniitigen Applikation von 10 nM Dexmedetomidin (10 nM 25 min). Die Herzen der Kontrollgruppe
wurden fiir 25 Minuten mit KHB perfundiert. n = 6 Versuchstiere pro Gruppe; *p < 0,0001 vs. Con.
Eigene Abbildung, modifiziert nach [139].

3.1.2 Hamodynamik

Die analysierten hamodynamischen Parameter zwecks Untersuchung der Herzarbeit
umfassten die HR (in bpm), den LVEDP (in mmHg) sowie den CF (ml *min™). Sie sind
in Tabelle 9 dargestellt. Die Parameter wurden wihrend der Experimente kontinuierlich
gemessen, wobei die in die statistische Auswertung einflieBenden Daten der vier
Versuchsgruppen zu definierten Zeitpunkten in der baseline, wihrend der
pharmakologischen Prikonditionierung sowie der Reperfusion erhoben und
anschlielend statistisch ausgewertet wurden.

Die aufgezeichnete HR zeigte in den Versuchsgruppen Con, Dex10 25 sowie
Dex10 10 in der 30. Minute der Reperfusion einen signifikanten Abfall im Vergleich
zur baseline, der in Minute 60 der Reperfusion nur noch in der Dex10 25-Gruppe
bestand (p < 0,05). Zwischen den Versuchsgruppen ergaben sich zu den gewéhlten

Untersuchungszeitpunkten keine signifikanten Unterschiede.
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Alle Versuchsgruppen wiesen einen signifikanten Anstieg des LVEDP in

Minute 30 sowie in Minute 60 der Reperfusion im Vergleich zur baseline auf (p < 0,05),

wihrend sich im Rahmen der Pridkonditionierung keine signifikanten Verdanderungen

des LVEDP zeigten. Auch zwischen den einzelnen Versuchsgruppen ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede des LVEDP.

Gegensitzlich verhielt es sich mit dem CF, der in allen vier Versuchsgruppen in

Minute 30 und Minute 60 der Reperfusion eine signifikante Senkung im Vergleich zur

baseline zeigte (p < 0,05).

baseline Prékonditionierung Reperfusion

30. Minute 60. Minute
HR (bpm)
Con 294 + 20 296 + 23 191 £ 116* 234 +£26
Dex10 25 315+ 16 283+ 18 196 £ 48* 212 + 34*
Dex10_10 296 + 39 277 + 38 251+ 77* 263 +£61
Dex10_05 312+25 298 +£41 247+ 52 253+ 67
LVEDP (mmHg)
Con 4+2 3+3 83+ 16* 68 £ 12%*
Dex10 25 3+1 3+4 80 +20%* 67 £ 15%
Dex10_10 3+£3 3+4 88 + 13* 73+ 13%
Dex10_05 443 3£3 79 + 18%* 67 + 14*
CF (ml*min™)
Con 14+2 14+£2 8+ 1* 9+ 2%
Dex10 25 13+£2 13+£2 8+ 1* 8+ 1%
Dex10_10 13+1 13+£2 8+ 1% 7E1*
Dex10_05 13+£2 12+£2 8+ 2% 7E£1*

Tabelle 9: Himodynamische Werte der Zeitfindungsstudie.

Die Herzfrequenz zeigte in der Kontrollgruppe (Con) sowie in der Dex10 25- und der Dex10 10-
Gruppe einen signifikanten Abfall in der Reperfusionsphase, der sich zum Ende in der Kontroll- und
in der Dex10_10-Gruppe wieder erholte. Bei den iibrigen Messwerten bzgl. der Herzfrequenz zeigte
sich keine Signifikanz. In allen Gruppen fand sich ein signifikanter Anstieg des LVEDP in der
Reperfusionsphase im Vergleich zur baseline. Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen bestanden
dabei keine Signifikanzen. Der Koronarfluss fiel in allen Gruppen in der Reperfusionsphase
signifikant ab, wobei es keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
linksventrikuldrer enddiastolischer Druck; Con = Kontrollgruppe; Dex
Dexmedetomidin. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. * = p < 0,05 vs.

gab. LVEDP =

baseline. Eigene Tabelle, modifiziert nach [139].

39



3.2 Ergebnisse des zweiten Versuchsprotokolls: Dosisfindungsstudie

3.2.1 Infarktgroflenauswertung
Basierend auf den Ergebnissen aus dem ersten Versuchsprotokoll wurde im zweiten
Versuchsprotokoll eine Applikationszeit fiir Dexmedetomidin von 5 Minuten zugrunde
gelegt. Das Ziel der Dosisfindungsstudie bestand darin, die geringste, signifikant
protektive Dosierung von Dexmedetomidin zu finden. Erneut bildete die Bestimmung
der prozentualen InfarktgroBe fiir alle sieben Versuchsgruppen (n = 6) den
Studienendpunkt. In der Kontrollgruppe (Con), die in der Applikationsphase lediglich
mit KHB perfundiert wurde, betrug die InfarktgroBe 48,3 % + 7 % (Mittelwert +
Standardabweichung). Die Applikation von 3 nM, 10 nM sowie 30 nM
Dexmedetomidin reduzierte die InfarktgroBe jeweils um ca. 50 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p < 0,0001 vs. Con), wobei sich im Vergleich zwischen diesen
Versuchsgruppen keinerlei signifikante Unterschiede zeigten und die Reduktion der
Infarktgrofe anndhrend gleich war (p = 0,99): Die InfarktgroBe nach Applikation von 3
nM Dexmedetomidin betrug 23,1 % +3 %, nach Applikation von 10 nM
Dexmedetomidin 21,6 % + 5 % und nach Applikation von 30 nM Dexmedetomidin
22,1 % + 4 %. Dahingegen fiihrte eine Applikation von Dexmedetomidin in den
Dosierungen 0,1 nM, 0,3 nM sowie 1 nM lediglich zu einer Reduktion der Infarktgrof3e
um ca. 10 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,05 vs. Con), und war im Vergleich
zwischen den genannten Gruppen anndhrend gleich (p = 0,74).

Tabelle 10 gibt eine Ubersicht iiber die Mittelwerte der InfarktgroBen sowie die
Standardabweichungen der sieben Versuchsgruppen, wihrend Abbildung 17 (Abb. 17)
die gemittelten InfarktgroBen graphisch darstellt.

Mittelwert Infarktgrofie (%) Standardabweichung (%)
Kontrollgruppe (Con) 48,3 +7
0,1 nM Dexmedetomidin 40,7 +5
0,3 nM Dexmedetomidin 39,9 +7
1 nM Dexmedetomidin 36,0 +6
3 nM Dexmedetomidin 23,1 +3
10 nM Dexmedetomidin 21,6 +5
30 nM Dexmedetomidin 22,1 +4

Tabelle 10: Infarktgroflenauswertung der Dosisfindungsstudie.
Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der Infarktgroen (%) sowie die jeweilige Standardabweichung (%) der
verschiedenen Versuchsgruppen.
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Abb. 17: Infarktgrofienauswertung der Dosisfindungsstudie.

Dargestellt sind die InfarktgroBen + Standardabweichungen (in %) der einzelnen Versuchsgruppen
(Con = Kontrollgruppe, Applikation von Dexmedetomidin iiber 5 Minuten in den Dosierungen 0,1 nM,
0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 10 nM sowie 30 nM). Die Herzen der Kontrollgruppe wurden in der
Applikationsphase fiir 5 Minuten mit KHB perfundiert. n = 6 Versuchstiere pro Gruppe; *p < 0,0001 vs.
Con. # p < 0,05 vs. Con. Eigene Abbildung, modifiziert nach [139].

3.2.2 Himodynamik

Die Erhebung und Auswertung der himodynamischen Parameter (HR, LVEDP sowie
CF) erfolgte unter den in Abschnitt 3.1.2 erorterten Modalititen und ist in Tabelle 11
dargestellt.

Die aufgezeichnete HR zeigte in den Versuchsgruppen Con sowie Dex 0,3 in der
Reperfusion einen deutlichen Abfall im Vergleich zur baseline (p < 0,05), wiahrend sie
sich in den anderen Studiengruppen im Vergleich zur baseline anndhrend
gleichbleibend darstellte. Auch im direkten Vergleich der Werte fiir die Herzfrequenz
zu den definierten Zeitpunkten zwischen den einzelnen Versuchsgruppen ergaben sich
keinerlei signifikante Unterschiede.

Alle Versuchsgruppen wiesen einen signifikanten Anstieg des LVEDP in
Minute 30 sowie in Minute 60 der Reperfusion im Vergleich zur baseline auf (p < 0,05),
wihrend sich im Rahmen der Prakonditionierung keine signifikanten Verdnderungen
des LVEDP zeigten. Auch zwischen den einzelnen Versuchsgruppen ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede des LVEDP.
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Gegensitzlich verhielt es sich mit dem CF, der in allen vier Versuchsgruppen in
Minute 30 sowie in Minute 60 der Reperfusion eine signifikante Senkung im Vergleich

zur baseline aufwies (p <0,05).

baseline Prikonditionierung Reperfusion

30. Minute 60. Minute
HR (bpm)
Con 314+57 291 + 60 224 +26* 215 £ 20%*
Dex 0.1 279 +£29 300 + 45 250 £ 68 243 £29
Dex 0.3 299 + 34 304+29 238 + 49* 222 + 70*
Dex 1 294 +22 301 +45 287 £45 240 £ 40
Dex 3 292 £ 27 285 +40 245 £ 56 240 £ 24
Dex 10 302 +29 292+ 19 282 +32 277 +38
Dex 30 281420 266 + 20 247 + 34 224 + 52
LVEDP (mmHg)
Con 6+2 3+£2 82 £ 14* 68 £ 17*
Dex 0.1 5+1 3£2 90+ 11%* 77+ 8%
Dex 0.3 4+2 2+£2 91 £ 10* 75+ 5%
Dex 1 4+2 1+£2 97+ 8&* 82+ 8*
Dex 3 4+2 2+1 83 £ 15% 71+ 13%
Dex 10 4+2 2+1 83 £ 15*% 71 £ 13*
Dex 30 5+2 1£1 96+ T* 80+ 7*
CF (ml*min™)
Con 15+2 14+3 10 £ 2% 9+£2%
Dex 0.1 13+1 14+3 PR 9+ ]*
Dex 0.3 13+1 13+1 8 £ 2% 8+ 1%
Dex 1 14+3 13+3 9+ 2% 8+ 1%
Dex 3 14+2 13+£2 10 £ 2% 9+ 1*
Dex 10 14+2 13+2 10 + 2% 9+ 1*
Dex 30 13+2 12£2 8+ 2% 8+ 1%

Tabelle 11: Himodynamische Werte der Dosisfindungsstudie.

Die Herzfrequenz zeigte in der Kontrollgruppe (Con) sowie der Dex 0,3-Gruppe einen signifikanten
Abfall in der Reperfusionsphase im Vergleich zur baseline. In den anderen Studiengruppen ergaben sich
keine signifikanten Verdnderungen der Herzfrequenz. In allen Studiengruppen fand sich jedoch ein
signifikanter Anstieg des LVEDP in der Reperfusionsphase im Vergleich zur baseline, wohingegen der
Koronarfluss in allen Gruppen in der Reperfusionsphase im Vergleich zur baseline signifikant abfiel.
Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede. LVEDP =
linksventrikuldrer enddiastolischer Druck; CF = Koronarfluss; Con = Kontrollgruppe; Dex =
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Dexmedetomidin. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. * = p < 0,05 vs.
baseline. Eigene Tabelle, modifiziert nach [139].

3.3 Ergebnisse des dritten Versuchsprotokolls: Signaltransduktionsweg

3.3.1 Infarktgroflenauswertung
Fiir die Untersuchung des moglichen Signaltransduktionsweges der Dex-induzierten
Kardioprotektion ~wurde, basierend auf den Ergebnissen der Zeit- und
Dosisfindungsstudie, Dex in einer Konzentration von 3 nM fiir 5 Minuten verabreicht.
Studienendpunkt fiir alle acht Gruppen (n = 8) war erneut die Infarktgrélenauswertung.
Die Kontrollgruppe (Con), in der KHB fiir 5 Minuten perfundiert wurde, wies eine
InfarktgroBe von 47,4 % + 7,1 % auf. Durch die Gabe von Dexmedetomidin reduzierte
sich die InfarktgroBe um ca. 50% auf 23,3 % = 4,4 % (p < 0,0001 vs. Con). Bei
Applikation des mBKCa-Kanal-Blockers Paxilline (1 uM) fiir 5 Minuten vor und 5
Minuten wihrend der Perfusion von 3 nM Dexmedetomidin war die InfarktgroBBe mit
49 % + 5,4 % anndhrend gleichgrof3 mit der der Kontrollgruppe (p = 0,99 vs. Con). Die
alleinige Gabe von Paxilline hatte keinen signifikanten Einfluss auf die InfarktgrofBe
(46,4 % = 6 %, p = 0,99 vs. Con). Die Dexmedetomidin-induzierte Reduktion der
InfarktgroBe wurde auch durch die Applikation des Connexin-43-Inhibitors Gap27
(6 uM) blockiert (p < 0,0001 vs. Dex), wéihrend die alleinige Perfusion mit Gap27
keinen signifikanten Effekt auf die InfarktgroBe hatte (47,8 % + 4,1 %, p = 0,99 vs.
Con). Der mBKCa-Kanal-Aktivator NS1619 (10 pM) reduzierte bei alleiniger
Applikation die Infarktgrofle in vergleichbarem Ausmall wie Dexmedetomidin (p = 0,71
vs. Dex). Bei zeitgleicher Applikation mit Gap27 zeigte sich keine Reduktion des
kardioprotektiven Effekts von NS1619 (InfarktgroBe: 23,1 % £ 5,0 %).

Tabelle 12 gibt eine Ubersicht iiber die Mittelwerte der InfarktgroBen sowie die
Standardabweichungen der acht Versuchsgruppen, wihrend Abbildung 18 (Abb. 18) die
gemittelten InfarktgroBen graphisch darstellt.

Mittelwert Infarktgrofie (%) Standardabweichung (%)
Kontrollgruppe (Con) 473 +5,1
3 nM Dex 23,3 +44
3 nM Dex + 1 uM Pax 49,2 +54
1 nM Pax 46,4 +6,0
3 nM Dex + 6 pM Gap27 50,5 +7,0
6 uM Gap27 47,8 +4,1
6 pM Gap27 + 10 pM NS1619 23,1 +5,0
10 nM NS1619 26,8 +4.8
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Tabelle 12: Infarktgrofienauswertung des Versuchsprotokolls zum Signaltransduktionsweg.
Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der Infarktgrofen (%) sowie die jeweilige Standardabweichung (%) der

verschiedenen Versuchsgruppen.
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Abb. 18: Infarktgrofienauswertung des Versuchsprotokolls zum Signaltransduktionsweg.
Dargestellt sind die InfarktgroBen + Standardabweichungen (in %) der acht Versuchsgruppen. Die Herzen
der Kontrollgruppe (Con) wurden in der Applikationsphase fir 5 Minuten mit KHB perfundiert.
Dex = Dexmedetomidin; Pax = Paxilline; n = 8 Versuchstiere pro Gruppe. * = p < 0,0001 vs. Con,
Dex+Pax, Pax, Dex+Gap27 sowie Gap27. Eigene Tabelle, modifiziert nach [139].

3.3.2 Hamodynamik
Wie bereits bei den Versuchen zur Zeit- sowie zur Dosisfindung erfolgte die Erhebung
sowie die Auswertung der himodynamischen Parameter (HR, LVEDP sowie CF) unter
den in Abschnitt 3.1.2 erorterten Modalitdten und ist in Tabelle 13 dargestellt.

Bis auf die 30. Minute der Reperfusion der Pax+Dex-Gruppe sowie die
60. Minute der Reperfusion der Gap27+NS1619-Gruppe zeigte sich die HR in den
Studiengruppen zu den  definierten = Untersuchungszeitpunkten  annihrend
gleichbleibend. Alle Versuchsgruppen wiesen einen signifikanten Anstieg des LVEDP
in Minute 30 sowie in Minute 60 der Reperfusion im Vergleich zur baseline auf (p <
0,05), wihrend sich im Rahmen der Prédkonditionierung keine signifikanten
Verdnderungen des LVEDP zeigten. Auch zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede des LVEDP. Gegensétzlich verhielt es
sich mit dem CF, der in allen Versuchsgruppen in Minute 30 sowie in Minute 60 der

Reperfusion eine signifikante Senkung im Vergleich zur baseline aufwies (p < 0,05).
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baseline Prakonditionierung Reperfusion

30. Minute 60. Minute
HR (bpm)
Con 310+ 29 289 +£23 261 £ 69 258 £24
Dex 330+28 300 + 28 316 £ 36 278 £ 42
Pax + Dex 313+33 285+ 32 226 + 80* 272 + 31
Pax 303 +£32 290 £ 36 264 + 57 258 £34
Gap27 + Dex 305 £38 297 £ 48 259 £ 42 270 £ 61
Gap 27 309 £25 288 £23 293 £ 66 259 +39
Gap27 + NS1619 290 £23 280+ 19 276 £ 65 208 + 34*
NS1619 309 + 38 303 £39 315+43 279 + 30
LVEDP (mmHg)
Con 5+2 4+2 71+ 19* 60 + 18*
Dex 3+£2 3+2 66 £ 12%* 59 + 10*
Pax + Dex 6+3 7+4 79 + 14* 68 + 12*
Pax 6+2 6+3 75+ 13* 65+ 11*
Gap27 + Dex 4+£2 3+2 68 £ 17* 59+ 17*
Gap 27 3+2 3+2 80 £ 14* 69 + 12*
Gap27 + NS1619 4+2 4+£2 83 + 12% 73 £ 10*
NS1619 4+3 3+3 67 £ 12%* 60+ 11*
CF (ml*min™)
Con 14+2 14+£2 9+ 1% 9+ 1*
Dex 17+£3 15+£3 10 £ 2% 10 £ 2%
Pax + Dex 14+3 12+2 10 +3* 10 £ 4*
Pax 14+£2 13+£2 10+ 1* 10+ 1*
Gap27 + Dex 13+£2 12+2 10+ 1* 9+ 1*
Gap 27 13£2 13+3 10+ 1* 10+ 1*
Gap27 + NS1619 13+£2 14+3 11+1* 10+ 1*
NS1619 15+3 16+3 12+ 1% 11+1%*

Tabelle 13: Himodynamische Werte des Versuchsprotokolls zum Signaltransduktionsweg.

Die Herzfrequenz zeigte in der Pax+Dex-Gruppe, sowie der Gap27+NS1619-Gruppe einen
signifikanten Abfall in Minute 30 bzw. 60 der Reperfusionsphase und blieb ansonsten in allen
Studiengruppen anndhrend gleich. In allen Gruppen fand sich zudem ein signifikanter Anstieg des
LVEDP in der Reperfusionsphase im Vergleich zur baseline, wohingegen der Koronarfluss in allen
Gruppen in der Reperfusionsphase im Vergleich zur baseline signifikant abfiel. Zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede. LVEDP = linksventrikularer
enddiastolischer Druck; CF = Koronarfluss; Con = Kontrollgruppe; Dex = Dexmedetomidin;
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Pax = Paxilline. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. * = p < 0,05 vs.
baseline. Eigene Tabelle, modifiziert nach [139].

3.3.3 Tier- und Herzcharakteristika

Neben der Analyse der bereits beschriebenen hdmodynamischen Parameter erfolgte
zwecks Schaffung einer hochstmoglichen Transparenz sowie Vergleichbarkeit zwischen
den acht Studiengruppen die Erhebung weiterer Daten. Hierbei wurde bei jedem
Versuch neben dem Korpergewicht der Wistar-Ratte sowohl das Herznassgewicht
unmittelbar nach Abnahme von der Langendorff-Anlage als auch das
Herztrockengewicht nach TTC-Farbung und kompletter Trocknung der Herzscheiben
dokumentiert. Zudem wurden Zeitpunkt und Hohe der maximalen ischdmischen
Kontraktur gemessen. Tabelle 14 gibt einen Uberblick iiber die erhobenen Daten und
verdeutlicht, dass es zwischen den einzelnen Studiengruppen keinerlei signifikante
Unterschiede beziiglich des Korpergewichts der Ratten, der Herzgewichte sowie dem

Zeitpunkt und der Hohe der maximalen ischdmischen Kontraktur gab.

Zeitpunkt der Hohe der max.

n Korpergewicht Herznassgewicht (g) Herztrockengewicht max. ischiimischen

(€3] (€3] ischimischen Kontrakur
Kontraktur (mmHg)

(min)
Con 8 276 + 15 1,32+ 0,06 0,14+ 0,01 16+£2 55+10
Dex 8 287 +24 1,35+0,07 0,13 +0,01 16+£2 53+ 7
Pax + Dex 8 282+ 17 1,35+0,10 0,13 +0,01 17+2 59+16
Pax 8 288 +33 1,42 +£0,07 0,14 £ 0,02 17+1 54+13
Gap27 + Dex 8 277+22 1,37 +0,11 0,13+0,01 19+2 51+10
Gap 27 8 280 + 23 1,35+£0,13 0,14+ 0,01 18+3 54+ 14
Gap27 + 8 290 + 19 1,43+0,11 0,13+0,01 19+£3 54+ 9
NS1619

NS1619 8 273 +21 1,43 £0,08 0,13 +0,01 17+£2 49+ 8

Tabelle 14: Darstellung der Korpergewichte, Herzgewichte sowie Zeitpunkt und Hohe der max.
ischimischen Kontraktur.

Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf das
Korpergewicht der Ratten, das Herztrockengewicht, das Herznassgewicht, den Zeitpunkt der maximalen
ischdmischen = Kontraktur sowie die Hohe der maximalen ischdmischen Kontraktur.
Con = Kontrollgruppe; Dex = Dexmedetomidin; Pax = Paxilline; n = 8 Tiere pro Gruppe. Die Werte sind
angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. Eigene Tabelle, modifiziert nach [139].
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4. Diskussion

Zentraler Gegenstand der vorliegenden Dissertation sind die Fragen, ob der klinisch
etablierte, hochselektive Alpha-2-Adrenozeptor-Agonist Dexmedetomidin im Rahmen
einer pharmakologischen Prékonditionierung Einfluss auf den myokardialen Ischdmie-
Reperfusionsschaden am isolierten Rattenherzen hat und ob im Falle eines durch
Dexmedetomidin hervorgerufenen Effekts Cx43 und der mBKCa-Kanal eine Rolle in
der Signalkaskade zur Kardioprotektion spielen.

Die im Rahmen der Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass Dexmedetomidin
eine starke, kardioprotektive Wirkung besitzt, welche nicht von der Applikationsdauer,
jedoch von der gewihlten Dosis abhingig ist. Die Applikation von 3 nM
Dexmedetomidin iiber 5 Minuten ist in der Lage, in an der Langendorff-Anlage isoliert
perfundierten Rattenherzen, die einer 33-miniitigen Ischdmie und einer darauffolgenden
60-miniitigen Reperfusionsphase ausgesetzt waren, den Ischdmie-Reperfusionsschaden
signifikant zu reduzieren. Die InfarktgroBe wird hierdurch um ca. 50 % im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe gesenkt. Der Dexmedetomidin-induzierte
kardioprotektive Effekt wird sowohl durch die zeitgleiche Applikation des selektiven
mBKCa-Kanalblockers Paxilline als auch durch die Applikation des Connexin 43-
Inhibitors Gap27 vollstindig aufgehoben, wohingegen die Applikation von Paxilline
und Gap27 alleinig keinen Effekt auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden hat. Diese
Feststellungen lassen darauf schlieBen, dass sowohl Cx43 als auch die Offnung der
mBKCa-Kandle in der  Signalkaskade der  Dexmedetomidin-induzierten
Kardioprotektion eine tragende Rolle spielen. Die Applikation des mBKCa-Kanal-
Aktivators NS1619 reduziert den Ischdmie-Reperfusionsschaden im gleichen Maf3e wie
Dexmedetomidin, wobei der kardioprotektive Effekt von NS1619 nicht durch die
zeitgleiche Applikation von Gap27 aufgehoben wird. Damit zeigt die vorliegende
Arbeit, dass die Offnung der mBKCa-Kanile downstream von Cx43 in der
Signalkaskade der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion liegt. Dariiber hinaus
hat die Gabe von Dexmedetomidin im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
keinen Einfluss auf die hdmodynamischen Parameter der isoliert-perfundierten

Rattenherzen, was die Annahme stiitzt, dass die Kardioprotektion vorwiegend iiber eine
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molekulare Reaktion innerhalb der Kardiomyozyten anstatt iiber eine neurohumorale

Regulation vermittelt wird.

4.1 Diskussion von Material und Methode

4.1.1 Die Langendorff-Anlage

Die Erforschung des isoliert perfundierten Herzens und damit der Grundstein der heute
bewihrten Langendorff-Priparation reicht weit tiber 100 Jahre zuriick und hat wie kaum
eine andere Entwicklung das Verstindnis myokardialer Funktionen gepragt [137].
1866 gelang dem Anatomen und Physiologen Carl Ludwig die Perfusion eines isolierten
Herzens, indem er ein Froschherz mit einer geeigneten Fliissigkeit kiinstlich
durchstromen lie. Damit wurde erstmals gezeigt, dass ein Herz unter entsprechenden
Bedingungen auch ex vivo weiterschlagen kann [143]. Ankniipfend an Ludwigs Studien
beschrieb Oscar Langendoff 1895 die extrakorporale Organperfusion eines isolierten
Sdugetierherzens [144]. Inzwischen ist das isolierte Herz nach Langendorff eine
etablierte sowie weit verbreitete Methode, die es erlaubt, mittels einer oxygenierten und
ndhrstoffreichen Losung (meist einem modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer) ein Herz
retrograd zu perfundieren und das Weiterschlagen nach Organentnahme zu
ermoglichen.

Die Langendorff-Apparatur gestattet in Abhédngigkeit der gewihlten
Perfusionsart — zum einen den konstanten Druck, zum anderen den konstanten Fluss —
eine Vielzahl von physiologischen, pharmakologischen und klinischen Studien. Dabei
lassen sich sowohl kardiale Funktionen, kardiale Elektrophysiologie und vaskuldre
Reaktivitdt [145], als auch myokardiale Ischdmiesyndrome untersuchen, zu denen unter
anderem das Stunning und die Prikonditionierungsverfahren gezéhlt werden [146, 147].
Durch die Isolation des Herzens ex vivo ergibt sich der signifikante Vorteil, dass bei den
Studien vegetative, humorale, metabolische sowie neuronale GroBen ausgeschlossen
werden konnen. Dies ermdglicht die Messung kardialer Effekte ohne den Einfluss
regulierender Faktoren und begiinstigt zudem die erleichterte Messung metabolischer
und funktionaler Anderungen [148]. Auch gestattet die Standardisierung der
Versuchsbedingungen eine leichtere Vergleichbarkeit der erzielten Ergebnisse.

Fiir das isolierte Rattenherz bedarf es einer gleichbleibenden Temperatur von
ca. 37 °C, um eine fehlerfreie Funktion des Herzens an der Langendorff-Anlage zu

gewihrleisten [145]. Bereits kleine Abweichungen der Herztemperatur vom genormten
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Soll kénnen zu einer Beeinflussung der Kontraktionskraft des Herzens (Inotropie) oder
zu einer Verdnderung der Herzfrequenz fithren [138, 149]. Da das Herz aufgrund seiner
relativ groBen Oberflaiche im Verhiltnis zu seinem Volumen schnell Gefahr lduft, in
kurzer Zeit viel Wirme zu verlieren [150], kommt der Konstanthaltung der
Zieltemperatur eine besondere Bedeutung zu. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
mit einem thermostatisch kontrollierten, wasserummantelten System gearbeitet. Auf
dem Weg vom Perfusatbehidlter zum Herzen wurden zwei Wéarmekammern installiert, in
denen erwidrmtes Wasser aus einem separaten Wasserbad zirkulierte (s. Abb. 10). Dabei
konnte die zweite Kammer mit auf ca. 37,8 °C (£ 0,2 °C) erwidrmtem und mit Stickstoff
begastem Krebs-Henseleit-Puffer aufgefiillt werden, um wéhrend der Ischdmiephase
eine Diffusion von Sauerstoff aus der Raumluft in das isolierte Herz zu verhindern. Da
ein leichter Temperaturabfall {iber die Anlage unvermeidbar ist [138], war es von
besonderer Bedeutung, moglichst wenig in den Versuchsaufbau einzugreifen. Aus
diesem Grund wurde auch bewusst darauf verzichtet, eine kontinuierliche
Temperaturmessung unmittelbar am Herzen vorzunehmen, um eine zusétzliche
Beeinflussung des Herzens zu vermeiden.

Dem Versuchsaufbau dieser Arbeit lag ferner eine druckkontrollierte Perfusion
der isolierten Rattenherzen mittels einer peristaltischen Pumpe zugrunde, wodurch der
AoP konstant bei 80 mmHg gehalten werden konnte und ein gleichbleibendes
Sauerstoffangebot sichergestellt wurde, welches essenziell fiir die Aufrechterhaltung der
Herzfunktion des isolierten Rattenherzens ist [151].

Ein weiterer Faktor, der einen fehlerfreien Versuchsablauf garantieren sollte, lag
in der Luftreinheit des Schlauchsystems der Langendorff-Apparatur. Die verwendete
Anlage wurde vor jeder Inbetriebnahme griindlich gespiilt und das Schlauchsystem auf
Luftblasen tiberpriift. Zudem diente die erste Warmekammer gleichzeitig als Luftfanger
(s. Abb. 10), um den Lufttransport in das Herz zu unterbinden und dadurch eine
Embolisierung der Koronarien durch Luftblasen zu verhindern. Vor allem der
Anschluss der die Testsubstanzen fiihrenden Leitungen an die Langendorff-Apparatur
erwies sich als zusétzliches, kritisches Moment, da der Zulauf zwischen dem Luftfanger
und dem Herzen erfolgte, sodass hier mit grofSter Sorgfalt auf einen luftfreien Anschluss
geachtet wurde.

Um eine unfreiwillige ischdmische Prikonditionierung des Herzens nach
Entnahme zu verhindern, wurde auf die Einhaltung einer kurzen Dekapitations- zu

Reperfusionszeit (< 90 Sekunden) geachtet. Herzen, die nicht zeitig genug an die
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Langendorff-Anlage gebracht werden konnten, wurden von den Versuchsreihen
ausgeschlossen.

4.1.2 Der modifizierte Krebs-Henseleit-Puffer

1932 entwickelten Hans Krebs und Kurt Henseleit einen Puffer zur Perfusion isolierter
Organe (126), der in seiner Zusammensetzung den Bestandteilen von Blutplasma
nachempfunden ist. Zur retrograden Perfusion eines isolierten Herzens am Langendorff-
Modell wird in der Literatur am héufigsten mit folgender, modifizierter
Zusammensetzung in mM gearbeitet: 118 NaCl, 4,7 KCl, 1,2 MgS0., 1,2 KH,PO,, 4,25
NaHCOs, 2,25 CaCl,, 11 Glukose [138]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine
dhnliche Losung als Grundlage gewdhlt. Um einerseits das Sauerstoffangebot fiir das
Herz aufrecht und andererseits den pH-Wert stabil zu halten, wurde der Puffer wiahrend
der Experimente kontinuierlich mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) begast. Dies war
notwendig, da der auf Basis einer Ringer-Losung aufgebaute Puffer aufgrund des
Fehlens von Hamoglobin eine deutlich geringere Sauerstofftransportkapazitit im
Vergleich zu Echtblut aufweist.

Als Energietrdger des Puffers fiir die zu leistende Herzarbeit fungiert als
metabolisch ~ verwertbares  Substrat  Glucose.  Physiologisch  betrdgt  die
Glukosekonzentration in ménnlichen Wistar-Ratten 5,6 — 6,3 mmol/l [152], sodass bei
dem verwendeten modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer mit 11 mM Glucose eine
potenziell diabetische Stoffwechsellage kritisch zu diskutieren ist. Die vom
normoxischen Herzen bevorzugte Energiequelle in Form von freien Fettsduren [153]
wire, ebenso wie die Verwendung anderer Energiequellen wie beispielsweise Pyruvat
[154, 155] moglich, kann jedoch bei der Begasung des Puffers mit Carbogen zu einer
signifikanten Schaumbildung fithren [150], sodass sich in der vorliegenden Arbeit fiir
eine Kombination aus 11 mM Glucose und 1 mM Lactat entschieden wurde.

Eine weitere Limitation der Verwendung eines modifizierten Krebs-Henseleit-
Puffers stellt das Fehlen von Proteinen sowie zelluldiren Bestandteilen und der
normalerweise im Blut befindlichen Antioxidantien sowie Glucosteroiden dar. Das
Fehlen letzterer fiihrt zu einer erhdhten Angreifbarkeit des Herzens gegeniiber
Immunstimuli [156], wie zum Beispiel durch bakterielle Verunreinigung [157]. Durch
das téglich frische Ansetzen des modifizierten Puffers sowie die tdgliche Reinigung der
Anlage wurde dieser Problematik entgegengewirkt. Zudem wurde die Anlage

regelméBig mit HCL (37 %) gespiilt, um eventuelle Verschmutzungen zu beseitigen.
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Das Fehlen von Proteinen, insbesondere Albumin, sorgt iiberdies fiir einen
geringen onkotischen Druck des modifizierten Puffers im Vergleich zu Echtblut,
wodurch einerseits ein deutlich erhdhter Koronarfluss entsteht, welcher zu vermehrtem
Scherstress am Endothel fithrt [156], und wodurch andererseits die Bildung
interstitieller Odeme begiinstigt werden kann. Diese Problematik aggraviert sich bei
langeren Versuchszeiten und spielt daher bei kiirzeren Untersuchungszeitraumen, wie in
der vorliegenden Studie, eine untergeordnete Rolle [158]. Zudem ist Albumin schlecht
wasserloslich und neigt in begasten Medien zur Schaumbildung, was es fiir die Nutzung
im modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer ungeeignet macht. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde als indirekter Parameter fiir den Wassergehalt des
Myokardgewebes am Ende jedes Versuches das Herznassgewicht bestimmt, wobei sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen zeigten. Da
das Herzgewicht vor den Versuchen nicht bestimmt wurde, um eine Unterbrechung des
Perfusionszeitraums so gering wie moglich zu halten, stehen keine Ausgangswerte fiir
einen Vergleich des Herzgewichts vor und nach den Versuchen zur Verfiigung, sodass
nicht eindeutig ausgesagt werden kann, ob Myokardodeme entstanden sind. Der
Schwerpunkt dieser Studie liegt jedoch mittels der InfarktgréBenauswertung auf der
Infarktreduktion und nicht auf der Uberpriifung der Entstehung von Odemen.

Alternativ zum modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer kann Echtblut oder eine
erythrozytenhaltige Losung zur Perfusion des isolierten Herzens verwendet werden.
Hierbei besteht aufgrund des physiologischeren onkotischen Drucks weniger die Gefahr
der kardialen Odembildung, jedoch ist die Vorbereitung einer solchen Ldsung
wesentlich zeitintensiver. Da Echtblut bzw. eine erythrozytenhaltige Lésung — im
Gegensatz zum Krebs-Henseleit-Puffer — in der Anlage rezirkulieren wiirde, kommt es
im Verlauf zu einer Himolyse der Erythrozyten [159, 160]. Die Benutzung der Losung
im Rahmen der Experimente ist folglich aufgrund aufwendiger Filter- und
Aufbereitungsprozesse deutlich storanfilliger sowie kostenintensiver. Daher wird in
einem Grofteil der Studien die Verwendung eines modifizierten Krebs-Henseleit-
Puffers bevorzugt. [150]. Dieser stellt mit einem Funktionsverlust im Herzen von nur
ca. 5 — 10 % pro Stunde [150, 154, 161], insbesondere fiir kiirzere Versuchsprotokolle
wie in der vorliegenden Arbeit, einen zuverldssigen Puffer dar. Fiir langandauernde

Versuchsprotokolle wire hingegen ein Echtblutaufbau zu bevorzugen [162].
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4.1.3 Versuchstiere
Um einen moglichen Effekt von Dexmedetomidin im Rahmen der pharmakologischen
Prékonditionierung untersuchen zu koénnen, wurde fiir die Versuche ein homogenes
Untersuchungskollektiv  (ausschlieBlich maéannliche Wistar-Ratten, Korpergewicht
zwischen 250 — 350 g, ca. drei Monate alt) gewihlt, sodass die Einflussvariablen ,Alter*
sowie ,Geschlecht® ausgeschlossen werden konnten. Zudem wurden nur gesunde
Versuchstiere ausgewéhlt, um StoérgroBBen wie Vorerkrankungen sowie Medikamente
auf die Ergebnisse zu minimieren.

In Bezug auf eine bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den klinischen
Alltag konnten nachfolgende Studien durch den Einbezug verschiedener Variablen (z.B.
weibliches Geschlecht, hoheres Alter, bestehende Vorerkrankungen) dazu beitragen,
Patientenkollektive zu definieren, die nachhaltig von einer pharmakologischen
Priakonditionierung mit Dexmedetomidin profitieren und jene ausschlieen, bei denen
die Applikation von Dexmedetomidin keinen kardioprotektiven oder gar einen

schadlichen Effekt aufweist.

4.1.4 Genutzte Substanzen

Dexmedetomidin

Wie in Abschnitt 1.3 ausfiihrlich dargelegt, handelt es sich bei Dexmedetomidin um
einen hochselektiven Alpha-2-Agonisten, der seit 1999 in der Anésthesie und
Intensivmedizin vielfdltig eingesetzt wird [91, 92]. Seitdem konnten in mehreren
Studien die Vorteile einer Anwendung von Dexmedetomidin im Vergleich zu anderen
Anisthetika aufgezeigt werden. Insbesondere die unter Dexmedetomidin gegebene
respiratorische Stabilitdt aufgrund einer kaum vorhandenen Hypoventilation [106, 107,
163] ist ein grofer Benefit und macht die Substanz heutzutage zu einem sicheren
Medikament bei der Anwendung auf Intensivstationen, in der Neurochirurgie, der
Pédiatrie, der Herzchirurgie sowie der Bariatrischen Chirurgie und im Rahmen der
Fiberoptischen Wachintubation [164]. Bereits 2009 verglichen Riker et al. die
Anwendung von Dexmedetomidin mit der in der Intensivmedizin weit verbreiteten
Anwendung des Benzodiazepins Midazolam bei 375 Patienten und stellten hierbei fest,
dass sich das Sedierungslevel nicht wesentlich unterschied, mit Dexmedetomidin

behandelte Patienten jedoch weniger lange beatmet werden mussten, weniger haufig ein
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Delir erlitten und es seltener zum Auftreten von behandlungswiirdigen Tachykardien
kam [165]. Die erheblichen Vorteile haben seit Erstbeschreibung zu einer starken
Verbreitung von Dexmedetomidin im klinischen Alltag gefiihrt und machen es damit zu
einem vielversprechenden Ansatzpunkt von Forschungsarbeiten, wie es auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgt ist. Die aussichtsreichen, neu erschlossenen
Anwendungsmoglichkeiten von Dexmedetomidin zeigen sich beispielsweise in der
2022 durch die FDA erfolgten Genehmigung der sublingualen Anwendung von
Dexmedetomidin bei akuter Agitation im Rahmen von bipolaren Stérungen sowie der
Schizophrenie bei Erwachsenen [166].

Neben der Etablierung neuer Anwendungsmoglichkeiten ist jedoch kritisch zu
diskutieren, dass im Juni 2022 durch die EMA und das Bundesinstitut fiir Arzneimittel
und Medizinprodukte (BfArM) in einem Rote-Hand-Brief vor dem Risiko einer
erhohten Mortalitit bei Intensivpatienten < 65 Jahren bei der Anwendung von
Dexmedetomidin gewarnt wurde [167]. Dem vorangegangen waren Ergebnisse der
SPICE III — Studie, einer randomisierten klinischen Studie, in der die
Wirkung einer Sedierung mit Dexmedetomidin auf die Gesamtmortalitét
mit der Wirkung einer Standardbehandlung (Propofol + Midazolam) bei 3904
beatmeten, kritisch kranken, erwachsenen Patienten auf Intensivstationen verglichen
wurde. Die Anwendung von Dexmedetomidin war in der Altersgruppe < 65 Jahren mit
einem hoheren 90-Tage-Mortalititsrisiko assoziiert (22,4 % vs. 18,1 % bei der
Standardtherapie), wobei die zugrundeliegenden Mechanismen weiter unbekannt sind.
Es wurde dariiber hinaus festgestellt, dass die altersbedingte Ungleichheit der
Mortalitdtsrate bei Patienten, die aus anderen Griinden als zur postoperativen
Versorgung aufgenommen wurden, am ausgeprégtesten war.

Die Erkenntnisse aus der SPICE III — Studie unterstreichen die Wichtigkeit der
kritischen Indikationspriifung von Anwendungsgebieten sowie die Notwendigkeit der
Definierung von profitierenden Patientenkollektiven. In der vorliegenden Arbeit wurden
lediglich junge, minnliche Wistar-Ratten verwendet, um den kardioprotektiven Effekt
von Dexmedetomidin zu untersuchen. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der
SPICE III — Studie wire es relevant, den kardioprotektiven Effekt auf éltere
Rattenherzen zu  iberpriifen, da klinisch in Zukunft eine  geringere

Anwendungshéufigkeit von Dexmedetomidin bei Patienten < 65 Jahre denkbar ist.
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Paxilline

Das verwendete Mykotoxin Paxilline findet ausschlieBlich Anwendung in der
Forschung als spezifischer BKCa-Kanalblocker [128, 129, 142, 168] und hat selbst
keinerlei Eingang in die klinische Praxis gefunden. In den Versuchen zur Detektion des
Signaltransduktionsweges der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion war die
Applikation von 1 puM Paxilline iiber 10 Minuten, 5 Minuten vor Zugabe von
Dexmedetomidin  und  konsekutiv ~ wdhrend einer simultanen 5-miniitigen
Dexmedetomidin-Applikation, ausreichend, um die durch Dexmedetomidin
hervorgerufene Reduktion der InfarktgréBe vollstindig aufzuheben. Die alleinige
Applikation von Paxilline hatte dabei keinerlei Effekt auf die Himodynamik oder
kardiale Funktion, was sich beispielsweise an einer anndhrend konstanten Herzfrequenz
zeigte. Zudem stieg einerseits der LVEDP, andererseits sank der Koronarfluss in einem
anndhrend gleichen MaBle wie in den anderen Versuchsgruppen, sodass eine eigene
Wirkung auf bzw. Interaktion mit Dexmedetomidin ausgeschlossen werden konnte. Die
gewihlte Konzentration von 1 uM orientierte sich an durchgefiihrten Studien zum
Forschungsschwerpunkt ,Kardioprotektion‘ am isolierten Rattenherzen [169, 170]. Die
gewihlte Applikationsdauer entsprach dem in der Literatur vertretenen Kenntnisstand,
dass die 5-miniitige Gabe von Paxilline bei einer Konzentration von 1 pM von einem
signifikanten Effekt besitzt [171]. Um ein Auswaschen und damit eine
Wirkabschwéchung von Paxilline zu vermeiden, wurde die Applikation iiber die Dauer
der Dexmedetomidin-Applikation simultan fortgefiihrt.

Kritisch zu betrachten ist, dass Paxilline als unselektiver Hemmer der gesamten
Subpopulation der BKCa-Kandle fungiert. Da BKCa-Kanidle entgegen der
urspriinglichen =~ Annahme, dass sich diese lediglich an der inneren
Mitochondrienmembran befinden und dort die Effekte der Prikonditionierung iiber das
Mitochondrium vermitteln, von Lai et al. 2014 auch an der plasmatischen Membran der
Zellen des Sinusknotens nachgewiesen wurden [172], kann nicht sicher ausgeschlossen
werden, dass die Dexmedetomidin-induzierte Prikonditionierung einzig iiber mBKCa-
Kanile vermittelt wird. Eine Wirkung extramitochondrialer BKCa-Kanéle wire denkbar

und in weiterfuhrenden Studien zu untersuchen.
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Gap27

In der vorliegenden Arbeit wurde die Substanz Gap27 zur Inhibierung von
Cx43 cingesetzt. Bei Kombination von Dexmedetomidin mit Gap27 lag die
Infarktgrofe auf dem Niveau der Kontrollgruppe. Der infarktgroBenreduzierende Effekt
von Dexmedetomidin verliert folglich durch Anwesenheit des Connexin-Inhibitors
seine Wirkung, was den Stellenwert von Cx43 im Rahmen der Dexmedetomidin-
induzierten Kardioprotektion verdeutlicht. Da sich die InfarktgroBe der Gap27+Dex-
Gruppe signifikant von jener der Dex-Gruppe unterscheidet, ldsst sich schlussfolgern,
dass Cx43 an der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion beteiligt ist.

Zu diskutieren wire, dass Hawat et al. 2012 in in-vivo-Versuchen an Sprague
Dawley Rattenherzen zeigten, dass eine intravendse Applikation von Gap27 (1 ug/kg)
vor oder wihrend der Ischimiephase die Infarktgrofe des Myokards signifikant um bis
zu 61 % zu senken vermochte [173]. In der vorliegenden Studie hatte die alleinige
Applikation von Gap27 (6 uM) keine kardioprotektiven Effekte; die Infarktgrofe der
Gap27-Gruppe unterschied sich nicht signifikant von der der Kontrollgruppe. Um eine
moglicherweise bestehende konzentrationsabhingige kardioprotektive Wirkung von

Gap27 zu priifen, wiren weitere Versuchsreihen notwendig.

NS1619

Die von uns verwendete Substanz NS1619 ist ein selektiver mBKCa-Kanal-Aktivator,
dessen Spezifizitit bereits 2002 von Xu et al. genutzt wurde, um eine Beteiligung des
mBKCa-Kanals an der Kardioprotektion nachzuweisen [80].

Weitere Studien unterstreichen die Bedeutung von mBKCa-Kanilen bei der
Kardioprotektion, indem durch deren Aktivierung mittels NS1619 ein kardioprotektiver
Effekt hervorgerufen wird [174], welcher sich auch in unserer Arbeit durch eine
InfarktgroBenreduzierung von 47,4 % + 7,1 % (Con) auf 23,1 % =+ 5,0 % (NS1619 10
uM) zeigte. Interessant ist die Beschreibung in der Literatur, dass die durch NS1619
vermittelte Kardioprotektion scheinbar altersunabhingig ist und NS1619 sowohl in
jungen als auch in alten Rattenherzen die InfarktgroBe reduziert [175], wohingegen
andere Substanzen einen altersabhingigen Wirkverlust aufweisen [176].

Diese Eigenschaft macht NS1619 zu einer probaten Substanz in der Erforschung

von Signaltransduktionswegen der Kardioprotektion.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Die Dexmedetomidin-induzierte Prikonditionierung

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Applikation von 3 nM Dexmedetomidin fiir 5
Minuten vor der Einleitung einer Indexischdmie die InfarktgroBe isoliert perfundierter
Rattenherzen im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe von 47,3 % + 5,1 %
auf 23 % + 4,4 % und damit anndhrend um 50 % signifikant zu reduzieren vermag. Der
kardioprotektive Effekt von Dexmedetomidin wurde durch die gleichzeitige
Applikation von 1 pM des potenten BKCa-Kanal-Blockers Paxilline [127, 128]
aufgehoben (49,2 % + 5,4 %), wobei die alleinige Gabe von Paxilline keinen Effekt auf
die InfarktgroBe sowie die hdmodynamischen Parameter hatte. Da BKCa-Kanile in
Kardiomyozyten vorwiegend an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind
[80], ist davon auszugehen, dass mBKCa-Kanile in der Dexmedetomidin-induzierten
Kardioprotektion eine ausschlaggebende Rolle einnehmen. mBKCa-Kanéle sind bereits
in zahlreichen Studien als nachgeschaltete Mediatoren der Signalkaskade
kardioprotektiver Interventionen beschrieben worden [80, 129, 142, 175, 177, 178]. Sie
spielen als Teil der Superfamilie der spannungsabhingigen Kaliumkanile eine
essenzielle Rolle in der Aufrechterhaltung der Calciumhomdoostase, indem sie von der
transmembranédren Spannung und der intrazelluldren Calciumkonzentration beeinflusst
werden. Das Offnen von mBKCa-Kanilen fiihrt folglich zu einem kardioprotektiven
Effekt, indem dieser Vorgang vermutlich das unkontrollierte Offnen der mPTP
verhindert [179]. Diese Vermutung wird von dem Nachweis gestiitzt, dass die
Applikation des bekannten mBKCa-Kanalaktivators NS1619 in der gegenstéindlichen
Arbeit zu einer vergleichbaren InfarktgroBenreduktion wie Dexmedetomidin gefiihrt hat
(26,8 % + 4,8 %) und dartiber hinaus bekannt ist, dass der kardioprotektive Effekt von
NS1619 nicht in BKCa-Kanal-knock-out-Mausen vorhanden ist [ 180].

Um den Signaltransduktionsweg downstream von Dexmedetomidin weiter
aufzuschliisseln, wurde der Connexin 43-Inhibitor Gap27 in einer Dosierung von 6 uM
zeitgleich mit Dexmedetomidin verabreicht, wodurch dessen kardioprotektiver Effekt
aufgehoben wurde (InfarktgroBe: 50,5 % = 7,0 %) und nachweisbar war, dass die
Funktion von Cx43 an der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion beteiligt ist.
Srisakuldee et al. zeigten 2014 korrespondierend hierzu, dass der kardioprotektive
Effekt des auf die Mitochondrien wirkenden Fibroblasten-Wachstumsfaktors 2 (engl.:
fibroblast growth factor-2, FGF-2) in Ratten bei gleichzeitiger Applikation von Gap27
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ebenfalls aufgehoben wird [181]. Connexin 43, welches das dominierende
Transmembranprotein in Kardiomyozyten darstellt [120, 121] und welches fiir die
interzellulire Kommunikation sowie normale Herzfunktion essenziell ist [122, 182],
fungiert folglich als wichtiger Mediator in der Vermittlung kardioprotektiver Effekte.
Verdnderungen der Cx43-Verteilung bzw. Expression sind in der Literatur dariiber
hinaus bei einer Vielzahl von kardialen Erkrankungen wie der hypertrophen
Kardiomyopathie, der Herzinsuffizienz oder der Ischdmie beschrieben worden, was die
Bedeutung von Cx43 in der Aufrechterhaltung einer physiologischen Herzfunktion
verdeutlicht [183]. Die molekularen Mechanismen, iiber die Cx34 zur
Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion beitrdgt, sind nach wie vor nicht
eindeutig entschliisselt. Eine mitochondriale Generierung von ROS, eine Modulation
von mitochondrialen K'-ATP-Kanélen sowie ein Einfluss auf die H'- sowie K'-
Homoostase wiren denkbar [184] und sind Gegenstand weiterer Forschungen.

Die vorliegende Arbeit erbrachte dariiber hinaus erstmals den Nachweis, dass in
der Signalkaskade der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion Cx43 upstream
der mBKCa-Kanile gelegen ist, indem die Gabe des Cx43-Inhibitors Gap27 keinerlei
Einfluss auf den kardioprotektiven Effekt der zeitgleichen Applikation des BKCa-
Kanal-Aktivators NS1619 hatte. Die InfarktgroBe der entsprechenden Versuchsgruppe
war mit 23,1 % £ 5,0 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (p <0,0001 vs. Con) um
ca. 50 % signifikant reduziert und damit vergleichbar kardioprotektiv wie die alleinige
Applikation von NS1619 (26,8 % + 4,8 %). Der hieraus ableitbare, potenzielle
Signaltransduktionsweg ist in Abbildung 19 (Abb. 19) dargestellt. Den Erkenntnissen
dieser Arbeit zufolge fiihrt Dexmedetomidin liber Cx43 und die Aktivierung von
mBKCa-Kandlen zur Kardioprotektion, wobei eine Vermittlung tiber den eNOS/NO-
Signalweg moglich wire. Wie in Abschnitt 1.3.3. dargelegt, zeigten Riquelme et al.
bereits 2016 den Dexmedetomidin-induzierten, eNOS-abhiangigen Anstieg von NO im
isoliert-perfundierten Rattenherzen [89]. Da der eNOS/NO-Signalweg in seinem
Verlauf die PKG aktiviert und es sich bei PKG um einen Regulator von gap junctions,
die in den Mitochondrien iiberwiegend aus Cx43 zusammengesetzt sind, sowie von
mBKCa-Kanilen handelt [117, 118, 119], liefert diese Arbeit eine schliissige, daraus
ableitbare Signalkaskade der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion. Ebenfalls
denkbar, in Abbildung 19 (Abb. 19) jedoch nicht dargestellt, wiren andere Wege einer
Dexmedetomidin-induzierte Kardioprotektion, wie beispielsweise die Aktivierung des

PI3K/AKT-Signalweges durch Dexmedetomidin infolge einer kardialen Alpha-2-
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Adrenozeptor-Stimulation [114]. Die Aufschliisselung der einzelnen, sich ggf.
iiberlappenden  Signaltransduktionswege verbleibt Gegenstand weiterfiihrender

Forschungsarbeiten.

Zwischenschritte der
Signaltransduktion

$ $
[ mBKCa-Kanaldffnung T ]I"'--.. [ mBKCa-Kanaloffnung 1 ]

Abb. 19: Moglicher Signaltransduktionsweg der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion.
Das linke Flussdiagramm der Abbildung zeigt den in dieser Arbeit untersuchten Signaltransduktionsweg
der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion, der zunichst iiber Cx43 und dann iiber die Offnung
von mBKCa-Kanidlen verlduft. Gap27 fungiert als Inhibitor von Cx43, Paxilline als Inhibitor von
mBKCa-Kanélen. NS1619 ist Aktivator der mBKCa-Kanéle. Im rechten Flussdiagramm ist der mogliche
Signaltransduktionsweg iiber den eNOS-abhéngigen Anstieg von NO, ausgelost durch die Applikation
von Dexmedetomidin, dargestellt. Durch den Anstieg von NO wird die l8sliche Guanylatzyklase
stimuliert, welche im Zytosol zyklisches Guanosinmonophosphat bildet. Dieses aktiviert wiederum die
Proteinkinase G, die Cx43 phosphoryliert und dariiber reguliert. Es kommt zur mBKCa-Kanal6ffnung
und hiertiber zur Kardioprotektion.

Dex = Dexmedetomidin; Cx43 = Connexin 43; mBKCa = mitochondrialer calciumabhéngiger
Kaliumkanal; eNOS = endotheliale  Stickstoffmonoxid-Synthase; = NO = Stickstoffmonoxid;
sGC = 16sliche Guanylatzyklase; cGMP = zyklisches Guanosinmonophosphat; PKG= Proteinkinase G.
Eigene Abbildung, modifiziert nach [139].

l

58



4.2.2 Dosis und Dauer der Dexmedetomidin-Applikation

Die vorliegende Arbeit konnte aufzeigen, dass Dexmedetomidin in hoheren
Dosierungen (3 nM, 10 nM, 30 nM) die InfarktgroBe in einem gréferen Ausmall
reduziert als in angewandten niedrigeren Dosierungen (0,1 nM, 0,3 nM, 1 nM). Unsere
Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen von Okada et al., welche die
Infarktgrofe an isolierten Rattenherzen nach 30-miniitiger Ischdmie mit anschlielend
120-miniitiger Reperfusion priiften. In ihrer Studie =zeigte sich, dass die
Priakonditionierung mit 1 nM Dexmedetomidin die InfarktgroBe um ca. 15 % senkte,
wihrend die Applikation von 10 nM Dexmedetomidin die Infarktgroe um ca. 24 %
reduzierte [113]. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch erstmals der Effekt von sechs
verschiedenen = Dexmedetomidin-Konzentrationen auf das Myokard isoliert
perfundierter Rattenherzen untersucht. Hierbei wurde die Konzentration von
Dexmedetomidin nicht im Perfusat gemessen, sondern eine Gabe von 3 nM iiber 5
Minuten kalkuliert, woraus sich eine finale Konzentration von ~ 8 ng/ml
Dexmedetomidin ergab. Bei diesem Wert handelt es sich um eine in verschiedenen
Studien untersuchte Konzentration, die bei Menschen eine tiefe Sedierung mit nur
minimaler Beeintrachtigung der Respiration bewirkt [185, 186].

Die vorliegende Arbeit konnte dariiber hinaus zeigen, dass die Applikation von
Dexmedetomidin iiber 5 Minuten genauso effektiv die InfarktgroBe isoliert
perfundierter Rattenherzen senkt, wie es die bis zu diesem Zeitpunkt in der Forschung
etablierte Applikation von Dexmedetomidin iiber 25 Minuten vermag [89, 113, 114]. In
den Ergebnissen des Versuchsprotokolls zur Zeitfindungsstudie erbrachten alle drei
Applikationszeitraume von Dexmedetomidin (5 Minuten, 10 Minuten und 25 Minuten)
eine signifikante Reduktion der InfarktgroBen auf jeweils ca. 24 % im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe mit einer Infarktgrofe von 49,3 % = 5 % (p < 0,0001).
Insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung zukiinftiger Studien sowie den Transfer
vom Tiermodell auf den Menschen ist diese Erkenntnis von Vorteil, da durch die Wahl
einer geringeren Dosierung auch die Gefahr dosisabhéngiger Nebenwirkungen reduziert

werden kann.
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4.2.3 Effekte von Dexmedetomidin auf die kardiale Funktion

Obwohl in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
eine signifikante InfarktgroBenreduktion durch die Applikation von Dexmedetomidin
nachgewiesen werden konnte, zeigten sich in den drei Studienprotokollen im Hinblick
auf die himodynamischen Variablen keine funktionellen Unterschiede. Zwar fiel in der
Reperfusionsphase verglichen mit der baseline der CF und das LVEDP stieg, jedoch
geschah dies in allen Gruppen in gleicher Weise. Im Vergleich der Dexmedetomidin-
Gruppe mit den anderen Versuchsgruppen zeigten sich hingegen keinerlei Signifikanzen
beziiglich der HR, des LVEDP sowie des CF. Die pridischdmische Applikation von
Dexmedetomidin beeinflusst die kardiale Leistungsfdahigkeit somit weder positiv noch
negativ. Diese Ergebnisse decken sich mit Ergebnissen anderer Studien [133, 187] und
konnten durch das Phidnomen des myokardialen Stunnings begriindet sein, wobei es
trotz Widerherstellung der Perfusion und damit einem normalen, koronaren Blutfluss zu
einer Persistenz der postischdmischen kontraktilen Dysfunktion kommt [15]. In diesem
Zustand ist die Erholung der kontraktilen Funktion des Myokards zwar moglich,
benétigt jedoch Zeit und erfolgt nicht unmittelbar. Eine ldnger gewihlte
Beobachtungsdauer nach Einsetzen der Reperfusion konnte ggf. den vermuteten Effekt
des Stunnings als Ausloser fiir die anhaltende kontraktile Dysfunktion verdeutlichen
und wire in weiteren Versuchsreihen zu untersuchen.

Die Ergebnisse unserer Studien stehen im Kontrast zu den Erkenntnissen von
Okada et al. [113], welche in ihren Versuchen nachwiesen, dass die Applikation von
Dexmedetomidin vor einer globalen Ischdmie und einer anschliefenden Reperfusion
nicht nur signifikant die InfarktgroBe, sondern auch signifikant den CF im Vergleich zu
den anderen Studiengruppen verringert. Diesbeziiglich wurde angenommen, dass die
Verringerung des CF durch koronare Vasokonstriktion, bedingt durch die
Dexmedetomidin-induzierte Stimulation von Alpha-2-Adrenozeptoren, hervorgerufen
werde, was die vorliegende Studie nicht bestdtigen konnte. Unser Nachweis, dass der
kardioprotektive Effekt von Dexmedetomidin sowohl durch die Hemmung von Cx43
als auch die Hemmung von mBKCa-Kanilen aufgehoben wird, legt nahe, dass der
kardioprotektive Effekt von Dexmedetomidin vorwiegend {iber eine molekulare
Reaktion innerhalb der Kardiomyozyten statt {iber eine neurohumorale Regulation

vermittelt wird.
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4.2.4 Limitationen und Ausblick

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte an 130 ménnlichen Wistar-Ratten, sodass eine
Ubertragung auf den Menschen nur mit Einschrinkungen méglich ist, da beim
Menschen andere Pathomechanismen vorherrschen. Dariiber hinaus wurden, wie in
Abschnitt 4.1.3 verdeutlicht, nur gesunde Ratten verwendet, sodass die vorliegende
Arbeit keinerlei Aufschluss liber eine mdgliche pharmakologische Pridkonditionierung
mit Dexmedetomidin bei Vorhandensein von Komorbidititen gibt. Als ein klinisch
relevanter Risikofaktor der Entstehung einer ischdmischen Herzerkrankung gilt
beispielsweise insbesondere Diabetes mellitus, sodass der pridkonditionierende Effekt
von Dexmedetomidin auf ein entsprechendes Patientenkollektiv zu untersuchen wire.
Besonders die Tatsache, dass mehrere Studien den Nachweis erbrachten, dass die
protektive Wirkung einer ischdmischen Prékonditionierung in hyperglykédmischen
Ratten abgeschwicht ist [188 — 190], legt die Bedeutung einer Untersuchung des
Effekts der pharmakologischen Prikonditionierung mit Dexmedetomidin auf ein
diabetisches Untersuchungskollektiv nahe. Seit Ergebnisse und Teile der vorliegenden
Arbeit 2017 verdffentlicht wurden [139], ist der Effekt von Dexmedetomidin unter
Simulation einer diabetischen Stoffwechsellage mehrfach untersucht worden. Dabei
konnten die Studien zeigen, dass eine Pridkonditionierung des Herzens mit
Dexmedetomidin in der Lage ist, die Infarktgroe sowohl in Diabetes Typ [-Ratten als
auch in Diabetes Typ II-Ratten signifikant zu reduzieren [191 — 195], wobei der RISK-
Signalweg tber P13K und AKT sowie die Phosphorylierung von GSK3p eine
wesentliche Rolle spielen. Die Aktivitdt von GSK38 ist entscheidend fiir die Schwelle
zur Offnung der mPTP in Kardiomyozyten [196]. Durch die mittels Dexmedetomidin
induzierte Phosphorylierung von GSK3 wird dieses inaktiv und es kommt zu einer
verzogerten Offnung der mPTP und damit zu einer Reduktion des
Reperfusionsschadens [81]. Die Prakonditionierung mit anderen, in der Intensivmedizin
verwendeten Medikamenten wie beispielsweise dem Opioid Morphin vermag zwar die
Infarktgrofe in gesunden Rattenherzen zu senken, hat jedoch keinen protektiven Effekt
auf die Herzen diabetisch erkrankter Tiere [197], sodass sich im Hinblick auf die
weitere Erforschung von pharmakologischen Strategien zur Senkung des Ischdmie-
Reperfusionsschadens bei einem vorerkrankten Patientenkollektiv Dexmedetomidin als

vielversprechendes Medikament erweist.
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Neben dem Einfluss mdglicher Komorbidititen auf den in dieser Studie
nachgewiesenen kardioprotektiven Effekt von Dexmedetomidin ist auch die
Ubertragung der Ergebnisse in Bezug auf das Alter zu diskutieren. Die Versuche dieser
Arbeit erfolgten an ca. zwei bis drei Monate alten und damit in Relation einer
moglichen Lebenserwartung von 24 — 36 Monaten als Jungtiere einzustufenden Wistar-
Ratten. Es ist bekannt, dass priakonditionierende Effekte mit dem Lebensalter variieren
[198], sodass zu priifen bliebe, ob diese Schwankungen auch bei der Dexmedetomidin-
induzierten Kardioprotektion eine Rolle spielen. Die Uberpriifung der Effekte auf ein
hoheres Lebensalter ist insofern von tragender Bedeutung, da, wie in Abschnitt 4.1.4
aufgezeigt, seit 2022 ein Rote-Hand-Brief zur Nutzung von Dexmedetomidin in der
Intensivmedizinischen Behandlung von Patienten < 65 Jahre vorliegt und
Dexmedetomidin folglich zukiinftig klinisch vorwiegend ab einem hoheren Lebensalter
eingesetzt werden sollte.

AuBer etwaigen Komorbidititen sowie dem Faktor ,Alter‘ ldsst die vorliegende
Arbeit auch eine Uberpriifung eines moglichen Geschlechterunterschieds der
Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion auflen vor, indem der in der Forschung
verbreitete Ansatz, vorwiegend minnliche Versuchstiere zu nutzen [199], unterstiitzt
wurde. Fin entscheidender Vorteil der Begrenzung auf ein ménnliches
Versuchskollektiv liegt in den hier fehlenden zyklusabhidngigen hormonellen
Schwankungen begriindet, welche bei weiblichen Versuchstieren die Ergebnisse
beeinflussen konnen. Insbesondere, da Cao et al. bereits 2008 beispielhaft zeigten, dass
die Met(5)-Enkephalin-induzierte Kardioprotektion weiblicher sowie mannlicher
Versuchstiere {iber unterschiedliche Signaltransduktionswege verlauft — iiber
PI3K/AKT1/2 bei minnlichen und tiber PI3K/AKT3 bei weiblichen Tieren [200] — sind
in weiterfiihrenden Studien sowohl die Signalkaskaden als auch Effekte einer
myokardialen Prikonditionierung mit Dexmedetomidin auf weibliche Versuchsgruppen
Zu untersuchen.

Beziehen sich die Faktoren ,Komorbidititen®, ,Alter’ und ,Geschlecht® auf
Limitationen der vorliegenden Arbeit in Hinblick auf das gewihlte
Untersuchungskollektiv, gibt es dariiber hinaus auch diskussionswiirdige
Einschrankungen  beziiglich der erfolgten Untersuchungsmethode des
Signaltransduktionsweges der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion. Wie in
Abschnitt 4.1.4. erortert, ist Paxilline ein potenter, gut etablierter Blocker von

verschiedenen BKCa-Kandlen [128, 129, 142], sodass die Verwendung als
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pharmakologischer Indikator fiir die Funktion von mBKCa-Kanilen mit Vorsicht
gesehen werden sollte. Durch den Nachweis des Vorhandenseins von BKCa-Kanélen an
der plasmatischen Membran der Zellen des Sinusknotens [172] kann ein Vorhandensein
von BKCa-Kanidlen auflerhalb der Mitochondrien, und damit ein Effekt von
Dexmedetomidin auf diese im Rahmen der Prikonditionierung, nicht ausgeschlossen
werden. Dariiber hinaus ist anzumerken, dass die vorliegende Arbeit trotz Auswahl von
in der Forschung etablierten Substanzen sowie beschriebenen Dosierungen zwecks
Aufschliisselung des Signalweges der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion
keine Uberpriifung etwaiger, sich mit dem aufgezeigten Signalweg iiber Cx43 sowie
mBKCa-Kanile, iiberlappender Mechanismen vornimmt, was in weiterfithrenden

Studien zu klaren wére.

5. Schlussfolgerung

Die zeitnahe Widerherstellung des Blutflusses bei Patienten mit einer akuten
myokardialen Ischidmie stellt nach wie vor den Goldstandard in der Versorgung des
Myokardinfarkts dar. Der durch die Reperfusion mogliche Schaden am Myokard bleibt
jedoch ein Problem, dem die medizinische Forschung seit einigen Jahren durch die
Aufschliisselung  kardioprotektiver Mechanismen zu begegnen versucht. Ein
vielversprechender Ansatz bietet der Einsatz von Medikamenten, die ein gilinstiges

Nebenwirkungsprofil aufweisen und den Ischdmie-Reperfusionsschaden minimieren.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass Dexmedetomidin den Ischidmie-
Reperfusionsschaden an isolierten Rattenherzen um ca. 50 % senkt und dass der
Signalweg der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion die Funktion von Cx43
sowie die Aktivierung von mBKCa-Kanidlen umfasst. Da es sich bei Dexmedetomidin
um ein in der Anisthesie und Intensivmedizin weit verbreitetes, pharmakokinetisch
sowie pharmakodynamisch gut erforschtes Medikament handelt, bietet sich hier ein

aussichtsreicher Ansatzpunkt fiir die Entwicklung von kardioprotektiven Strategien.

Dabei ist zu beachten, dass die erfolgte Studie an isolierten Rattenherzen
keinerlei Aussage {iber mogliche Effekte von Dexmedetomidin-induzierten

Nebenwirkungen wie Bradykardie oder Sinusarrest auf den kardioprotektiven Effekt in
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der klinischen Praxis treffen kann. Dennoch verdeutlicht sie, dass mit Dexmedetomidin
ein Medikament gefunden ist, welches eine vielversprechende Basis fiir die Erforschung
kardioprotektiver Effekte darstellt. Insbesondere die Kenntnis der exakten
Signaltransduktionswege der Kardioprotektion ist entscheidend, um in Zukunft
Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt bestmdglich prophylaktisch sowie
therapeutisch  behandeln zu koénnen wund das Myokard vor Ischdmie-
Reperfusionsschdden  zu  schiitzen. Die  weitere  Aufschliisselung  des
Signaltransduktionsweges der Dexmedetomidin-induzierten Kardioprotektion ist eine
aussichtsreiche Mdoglichkeit, spezifische klinische Interventionen zum Schutz des
Myokards zu entwickeln und so auf lange Sicht die Mortalitit des akuten

Myokardinfarkts zu senken.
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