Aus der Klinik fiir Andsthesiologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. B. H. Pannen

Der Transfer von kardioprotektiven Eigenschaften mittels Effluat
aus ischamisch-prikonditionierten Langendorff-Herzen abhingig
von der Anzahl der prakonditionierenden Zyklen
— Eine Untersuchung im nativen Rattenherz

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultidt der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

vorgelegt von
Jan Miihlenbernd
2026



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitédt Diisseldorf

gez.: Jan Miihlenbernd

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. N. Klocker

Erstgutachter: Prof. Dr. Dr. med. Ragnar Huhn-Wientgen
Zweitgutachter: Prof. Dr. Dr. med. André Heinen



Fiir
meinen Partner Kai Luca Richrath
und
meine Eltern Ute und Dr. med. Giinther Miihlenbernd



Teile dieser Arbeit wurden verdffentlicht:

Feige K, Raupach A, Torregroza C, Muehlenbernd J, Stroethoff M, Bunte S, et al. (2020)
Effluent from ischemic preconditioned hearts confers cardioprotection independent of the
number of preconditioning cycles. PLoS ONE 15(12): €0243220.
https://doi.org/10.1371/journal. pone.0243220



Zusammenfassung

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen sowohl in Deutschland als auch weltweit die haufigs-
ten Todesursachen dar. Als relevanteste Komplikation gilt der akute Myokardinfarkt. Zur
Minimierung des Ausmafles der myokardialen Nekrose ist in diesem Fall die zeitnahe Re-
perfusion die Therapie der Wahl. Eine ischdmische Prikonditionierung (IPC) des Myokards
wirkt kardioprotektiv und reduziert ebenfalls die Gro3e der Nekrose. Es ist moglich durch
den Transfer von Effluat von ischdmisch prakonditionierten Herzen zu nativen Herzen eine
Kardioprotektion zu erwirken. Jedoch ist derzeit noch nicht abschlieend geklért, ob es einer
gewissen Anzahl an IPC-Zyklen bedarf, damit kardioprotektive Mediatoren in das Effluat
freigesetzt werden.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob das AusmaR der Kardioprotektion des transferierten
Effluats von ischdmisch pridkonditionierten Herzen abhédngig von der Anzahl der prékondi-
tionierenden Zyklen ist. Diese Fragestellung wurde experimentell an isolierten Herzen von
jungen, ménnlichen Wistar-Ratten unter Anwendung des Langendorff-Modells untersucht.
Der Versuch gliederte sich in zwei Teile: die Effluatgewinnung (Donor) und anschlieBend
durch Transfer des Effluats die Priifung der Kardioprotektion (Akzeptor). Die Donor-Herzen
wurden mit modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer perfundiert und durchliefen drei, jeweils
fiinfminutige, [PC-Zyklen mit je einer fiinf Minuten dauernden Reperfusion im Anschluss
an jede Ischdmie. In den fiinf Minuten vor dem ersten IPC-Zyklus und in den drei Reperfu-
sionen wurde das koronare Effluat aufgefangen. Dieses Effluat wurde den Akzeptor-Herzen
iber eine zehnminiitige Phase als Prékonditionierungsstimulus zugefiihrt, im Anschluss
durchliefen sie eine 33-miniitige Ischimie und eine 60-miniitige Reperfusion. Fiir die Ver-
suchsdurchfithrung wurden die Tiere in vier Gruppen (jeweils n=5) randomisiert. Es wurde
entweder das Effluat nach einem, zwei oder drei [PC-Zyklen appliziert. Die Kontrollgruppe
erhielt Effluat, welches vor dem ersten IPC-Zyklus gewonnen wurde. Nachfolgend wurde
mittels TTC-Farbung die InfarktgroBe der Akzeptor-Herzen bestimmt. Mittels eines two-
way ANOVA mit Tukey’s post hoc test (p <0,05) wurde die statistische Auswertung durch-
gefiihrt. Die Daten wurden in Form von Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Die InfarktgroBe bildete den primdren Endpunkt. In den Versuchen betrug diese bei der Kon-
trollgruppe 54+12%. Die Applikation des IPC-Effluats induzierte eine signifikante Reduk-
tion der InfarktgroBe, jedoch unabhingig von der Anzahl der durchlaufenen IPC-Zyklen
(Erpcl: 27+5%; Eipc2: 35+7%; Eipc3: 35+8%, jeweils p <0,05 vs. Con). Uberdies wurden
die himodynamischen Daten ausgewertet. Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug
auf Herzfrequenz, linksventrikuldre Druckdifferenz (LVDP) und Koronarfluss (CF) fanden
sich nicht. Lediglich in der Phase der Reperfusion unterschieden sich in allen Gruppen
LVDP und CF signifikant von den Werten der baseline.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine signifikante InfarktgroBenreduktion durch das
von IPC-Herzen gewonnene koronare Effluat vermittelt wurde. Dies ist unabhiangig von der
Anzahl der durchlaufenen IPC-Zyklen. Die erste fiinfminiitige Globalischdmie stellte ver-
mutlich einen so starken Stimulus fiir die Freisetzung von kardioprotektiven Mediatoren dar,
dass das Effluat nach zwei weiteren Ischdmien zu keiner weiteren InfarktgroBenreduktion
fithrte. Klinisch besteht die Mdglichkeit, diese Faktoren bereits nach einem Zyklus zum
Schutz von Patienten mit hohem Risiko fiir einen Myokardinfarkt zu nutzen. Eine Untersu-
chung unter Beriicksichtigung von Storfaktoren, wie Alter, Geschlecht und Vorerkrankun-
gen, welche die Reizschwelle zur Ausschiittung humoraler Faktoren anheben kann, sollte
Ausgang fiir zukiinftige Untersuchungen sein.



Summary

Cardiovascular diseases are the most common causes of death in Germany and worldwide.
Its most relevant complication is the acute myocardial infarction. Until now, the first line
therapy to minimize the extent of myocardial necrosis remains the timely reperfusion. My-
ocardial ischemic preconditioning (IPC) reduces by its cardioprotective effect the size of the
necrosis. It is possible to achieve cardioprotection by transferring effluent from ischemic
preconditioned hearts to native hearts. However, it is currently unknown whether a certain
number of IPC cycles are required for cardioprotective mediators to be released into the
effluent.

This work investigated whether the extent of cardioprotection of the effluent from ischemic
preconditioned hearts depends on the number of preconditioning cycles. This question was
investigated experimentally on isolated hearts from young male Wistar rats by using the
Langendorff model. The experiment was divided into two parts: collecting effluent (donor)
and testing cardioprotection by transferring the effluent to native rat hearts (acceptor). The
donor hearts were perfused with modified Krebs-Henseleit buffer and passed three IPC cy-
cles, each lasting five minutes, all followed by a five-minute reperfusion. Coronary effluent
was collected in the five minutes before the first IPC cycle and during the three cycles of
reperfusion. This effluent was transferred to the acceptor hearts for ten-minute period as a
preconditioning stimulus, before hearts underwent 33 minutes of global ischemia and 60
minutes of reperfusion. For the experimental procedure, animals were randomized into four
groups (n=5 each). Effluent was applied after either one, two or three IPC cycles. The control
group received effluent obtained before the first IPC cycle. Subsequently, TTC staining was
used to determine the infarct size of the acceptor hearts. Using a two-way ANOVA with
Tukey's post hoc test (p <0.05), statistical analysis was performed. Data were expressed as
mean + standard deviation.

Infarct size was the primary endpoint. In the control group, infarct size was 54+12%. The
application of the IPC effluent induced a significant reduction in infarct size, but independent
of the number of IPC cycles performed (Eipcl: 27+5%; Eipc2: 35+7%; Ewpc3: 35+8%, each
p <0.05 vs. Con). In addition, the hemodynamic data were evaluated. No differences were
found between groups in heart rate, left ventricular pressure difference (LVDP) and coronary
flow (CF). Only in the phase of reperfusion LVDP and CF differed significantly from base-
line values in all groups.

The results indicate that a significant infarct size reduction was mediated by the coronary
effluent obtained from IPC hearts. This is independent of the number of IPC cycles com-
pleted. The first five-minute global ischemia presumably provided such a strong stimulus
for the release of cardioprotective mediators that two further cycles of ischemia did not result
in further infarct size reduction. Clinically, there is a possibility to use these factors, which
already exist after one cycle, to protect patients at high risk for myocardial infarction. An
investigation taking into account confounding factors, such as age, sex, and pre-existing dis-
eases, which may raise the stimulus threshold for release of humoral factors, should be the
starting point for future investigations.
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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen, wie beispielsweise die koronare Herzkrankheit (KHK), sind
fiir das Gesundheitssystem von entscheidender Bedeutung, da sie sowohl deutschland- als
auch weltweit zu den hédufigsten Todesursachen im Erwachsenenalter zidhlen (1-4). Durch
den demographischen Wandel in Deutschland und in der EU (5) steigt die Zahl der altersbe-
dingten chronischen Krankheiten und somit auch das individuelle Krankheitsrisiko (6). Dies
fithrt zu einer Zunahme der kardiovaskuldren Erkrankungen und zu einem Anstieg der Be-
gleiterkrankungen, welche beispielsweise als Risikofaktoren einen negativen Einfluss auf
die kardiovaskuldren Erkrankungen selbst und somit folglich auch auf die Mortalitit haben

konnen (6).

Als ,,Spitze des Eisbergs KHK* kann in diesem Zusammenhang der Myokardinfarkt als aku-
tes Ereignis gesehen werden (7). Unter diesem versteht man eine ischdmische Myokardnek-
rose, welche durch eine hochgradige Stenose oder einen Koronararterienverschluss, zumeist
basierend auf einer vorbestehenden KHK, bedingt wird (8). Urséchlich ist hdufig die Ruptur
eines arteriosklerotischen Plaques, welcher eine Thrombozytenaggregation und eine intralu-
minale Thrombose eines Koronargefda3es zur Folge hat (9). Beglinstigend fiir die Entwick-
lung eines akuten Myokardinfarktes wirken kardiovaskuldre Risikofaktoren wie arterielle
Hypertonie, Hypercholesterindmie und Nikotinabusus (10). Adipositas, Diabetes mellitus
und Bewegungsmangel gehdren zu den weiteren, vornehmlich lebensstilbedingten, Risiko-
faktoren (11). Zu den unveridnderbaren Risikofaktoren zdhlt man Alter, Geschlecht und ge-
netische Disposition (11). Therapeutisch nimmt die zeitnahe Revaskularisation weiterhin
eine zentrale Rolle ein. Hier stehen neben der perkutanen transluminalen Koronarangioplas-
tie (PTCA) mit anschlieBender Stent-Implantation, die systemische Fibrinolyse oder ein Ko-

ronararterienbypass zur Verfiigung (12).



1.2 Die Pathophysiologie der myokardialen Ischamie

1.2.1 Die myokardiale Ischimie und ihre Auswirkungen

Durch die akute Okklusion einer Koronararterie wird in dem entsprechenden Versorgungs-
gebiet (area at risk, AAR) eine myokardiale Ischdmie ausgeldst. Bei einer ldnger bestehen-
den Ischdmie (> 20-40 Minuten) kommt es durch das sogenannte ,,Wavefront-Phidnomen*
zu einem sich wellenformig fortbewegenden nekrotischen Zelluntergang des Myokards.
Dieser beginnt subendokardial und breitet sich {iber transmural nach subepikardial aus (13-

15).

Die abrupte myokardiale Sauerstoff- und Néhrstoffminderversorgung fiihrt in den Kardio-
myozyten zu verschiedenen biochemischen und metabolischen Stérungen (16). Die Unter-
brechung der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien resultiert in einer Adeno-
sintriphosphat (ATP) -Erschopfung (17). Anstatt durch oxidative Phosphorylierung wird nun
ATP durch die anaerobe Glykolyse bereitgestellt. Dies geschieht jedoch nicht in ausreichen-
der Menge, weshalb der ATP-Mangel fortbesteht. Durch die Akkumulation von Stoffwech-
selprodukten, wie Adenosindiphosphat (ADP), Phosphat und Laktat, bildet sich in der Zelle
eine metabolische Azidose mit einem pH-Wert von <7,0 (18). Die anfallenden Wasserstoffi-
onen (H") werden im Austausch gegen Natrium (Na*) aus der ischdmischen Herzmuskelzelle
mittels Na*-H"-Antiport (NHX) befordert (siche Abb. 1B mittig). Hierdurch und durch die
wegen der ATP-Depletion sistierende Na*/K*-ATPase (siche Abb. 1B rechts) kommt es zu
einer Na"-Uberladung (16, 19). Schlussendlich sorgt dies fiir eine inverse Aktivierung des
Na*-Ca?"-Austauschers (NCX), welcher intrazellulires Na* durch extrazelluldres Calcium
(Ca®") ersetzt (siche Abb. 1B links) und somit eine Ca**-Uberladung bedingt (16, 18). Der
Funktionsverlust der Na*/K*-ATPase hat aulerdem einen intrazelluldrer Kalium (K*) -Man-

gel und eine osmotische Schwellung mit direkter Schadigung der Kardiomyozyten zur Folge

(18).
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Abbildung 1: Membranstindige Ionentransporter in Kardiomyozyten
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Na*-Ca?*-Austauscher (NCX) intrazelluléres Ca** gegen extrazelluldres Na*. Wihrend einer ischéimischen Azi-
dose (B) fallen aufgrund der anaeroben Glykolyse hingegen vermehrt H" an und wegen der ATP-Depletion
sistiert die Na"/K*-ATPase. Dies fiihrt zu einer Akkumulation von H in der Zelle, welche mittels NHX gegen
Na' getauscht werden. Hieraus resultiert eine Na*-Uberladung, aufgrund welcher durch den NCX Na* aus der
Zelle hinaus- und Ca?" in die Zelle hineinstrémt. Es folgt schlussendlich eine Ca>*-Uberladung.

Abbildung modifiziert nach Avkiran et al. 2002 (20).

1.2.2 Der myokardiale Reperfusionsschaden

Nach einer erfolgreichen Revaskularisation des betroffenen Stromgebietes gelangen Sauer-
stoff und Néhrstoffe wieder in das vormals ischdmische Gewebe. Ein Wiedereinsetzen der
oxidativen Phosphorylierung ist mdglich, sodass ATP wieder gebildet wird. Eine Reperfu-
sion kann somit die endgiiltige InfarktgroBe minimieren und trdgt zu einem besseren
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Outcome der Patienten bei (21). Jedoch hat die Reperfusion nicht ausschlieBlich protektive
Eigenschaften. Die schiitzenden Mechanismen der Reperfusion werden dadurch reduziert,
dass die InfarktgroBe nach der Revaskularisation nicht nur von der Grofe des ischdmischen
Schadens bestimmt wird, sondern dass die Reperfusion selbst einen erheblichen, irreversib-
len Schaden induziert (15). Dies geschieht auf Basis des myokardialen Ischimie-/ Reperfu-
sionsschadens (I/R-Schaden) (21). Aufgrund des I/R-Schadens gehen Zellen unter, welche
kurz vor der Reperfusion noch vital gewesen sind. Der Anteil des Reperfusionsschadens an

der finalen InfarktgroBe kann bis zu 50% betragen (15) (siche Abb. 2).

InfarktgroR "
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ohne Intervention (AAR)

2
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”
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. zeitnahe Intervention
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”
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ohne Reperfusionsschaden

Infarktgréf3e durch
ischdmischen Schaden

Zeit

Ischamiedauer Reperfusionsdauer

Symptombeginn Revaskularisation (Intervention)

Abbildung 2: Einfluss des Reperfusionsschadens auf die finale Infarktgrofie

In der Grafik wird die Zusammensetzung der finalen InfarktgroBe aus ischdmischem Schaden und Reperfusi-
onsschaden dargestellt. Durch die unterbrochene rote Linie wird die theoretische Infarktgréfie bei ausbleiben-
der Revaskularisation (Intervention) visualisiert. Nach erfolgreicher Intervention erleidet nicht das ganze ge-
fahrdete Gebiet einen ischdmischen Schaden. Hier dargestellt durch die schwarze Linie. Jedoch besteht die
tatsdchliche Infarktgroe (schwarze Linie) nicht nur aus der Infarktgrofe durch den ischdmischen Schaden
(unterbrochene griine Linie), sondern zusétzlich aus dem Reperfusionsschaden. Ziel kardioprotektiver Mal-
nahmen ist die Reduktion der finalen Infarktgréfe durch eine Verminderung des Reperfusionsschadens.
Abbildung modifiziert nach Hausenloy et al. 2013 (13).

Erstmals beschrieben Jennings et al. 1960 den myokardialen I/R-Schaden auf Grundlage
ihrer Beobachtungen an Hundeherzen, welche als Modell zur koronaren Ligation dienten

(21, 22).



Es werden vier Typen des myokardialen I/R-Schadens unterschieden. Hierbei handelt es sich
um zwei reversible und zwei irreversible myokardiale Dysfunktionen. Zu den reversiblen
Storungen zéhlen zum einen die reperfusionsinduzierten Arrhythmien (ventrikuldre Ar-
rhythmien), welche fiir gew6hnlich selbstlimitierend bzw. simpel zu behandeln sind (13).
Aufgrund von oxidativem Stress und einer intrazelluliren Ca?"-Uberladung kann zum ande-
ren ein myokardiales stunning, welches in Kapitel 4.3.2 noch detaillierter besprochen wird,
als reversible kontraktile Dysfunktion auftreten (21). Eine Erholung tritt nach Tagen bis Wo-
chen ein (23). Im weiteren Verlauf ist ein Auftreten irreversibler Schadigungen moglich.
Hierzu zdhlt die mikrovaskulire Obstruktion (MVO), bei welcher laut Krug et al. eine
Unfdhigkeit vorliegt, ein vormals ischdmisches Gebiet zu reperfundieren (24). Als ursich-
lich gelten Kapillarschiaden, Mikroembolisationen, Schwellungen der Kardiomyozyten oder
kapilldre Kompressionen von auflen durch Endothelzellen (13). Als letaler Reperfusions-
schaden wird der reperfusionsinduzierte Untergang von Kardiomyozyten, welche am Ende
der Ischdmie noch vital waren, bezeichnet (13). Im Weiteren werden die Mediatoren be-
schrieben, welche zu einem letalen Reperfusionsschaden fiihren (siehe Abb. 3). Maligebli-
che Mediatoren sind oxidativer Stress und eine zellulire Ca®>"-Uberladung, welche unter der
Beteiligung von mitochondriale Permeabilitétstransitionsporen (mPTP) eine Hyperkontrak-

tur bewirken (13).

Im Rahmen der Reperfusion wird das Gewebe nicht nur wieder mit Sauerstoff und Nahr-
stoffen versorgt, sondern es werden auch Laktat und Protonen (aus der anaeroben Stoffwech-
sellage, siche oben) herausgewaschen und der NHX, sowie der Na"-HCO?-Symporter, akti-
viert. Dies fiihrt zu einem raschen Angleichen des pH-Wertes an physiologische Werte, wih-

rend dieser in der akuten Ischdmie auf Werte unter 7,0 fallen kann (13).

Durch die Wiederherstellung des Blutflusses wird die mitochondriale Atmungskette durch
eine schnelle Erholung des aeroben Metabolismus wieder aktiviert. Dies fiithrt durch Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu oxidativem Stress. Zudem werden ROS durch die
endotheliale Xanthin- und die NADPH-Oxidase von neutrophilen Granulozyten gebildet
(13, 19). Oxidantien sind in die direkte Schidigung von DNA, Proteinen, Lipiden und Zell-
membranen involviert (17). ROS wirken aulerdem chemotaktisch und fiihren zu einer in-
flammatorischen Reaktion, worauf hin neutrophile Granulozyten in das reperfundierte Ge-
webe einwandern (25, 26). Durch die NADPH-Oxidase der Neutrophilen werden weitere
ROS gebildet und bewirken eine weitere Zellschdadigung (17).



Die in der Ischimie begonnene Ca?"-Uberladung der Zelle wird in der Reperfusion noch
einmal verstérkt. Das Auswaschen von H" vergroBert den Protonengradienten iiber die Zell-
membran hinweg, sodass es zu einer Funktionszunahme des NHX kommt (20). Mittels einer
inversen Funktion des NCX wird, wie zuvor erldutert, das intrazellulire Na* gegen Ca**
getauscht (17, 27). ROS-induzierte Schidden am sarkoplasmatischen Retikulum (SR) fithren

zu einem vermehrten, intrazellulirem Freisetzen von Ca?" (13).

Eine entscheidende Rolle kommt im Rahmen des letalen Reperfusionsschadens den mPTP
zu. Hierbei handelt es sich um Ca?*-induzierte, nicht-spezifische Poren, welche sich in der
innere Mitochondrienmembran befinden und wihrend der Ischdmie aufgrund des niedrigen
pH-Wertes geschlossen sind (28). Im Rahmen der Reperfusion 6ffnen die mPTP bei norma-
lisiertem pH-Wert, oxidativem Stress und Ca?*-Uberladung (29). Das Offnen der mPTP
fithrt zur Depolarisation der Mitochondrienmembran, Entkoppelung der oxidativen Phos-
phorylierung, ATP-Depletion und schlussendlich zum Zelluntergang (13). Daneben fiihrt ein
Protoneneinstrom zum Aufbau eines osmotischen Gradienten, sodass Fliissigkeit den Proto-
nen in die Mitochondrien folgt. Diese schwellen an, rupturieren und initiieren ihre Apoptose
(17). Dariiber hinaus ist die Hyperkontraktur der Myofibrillen von entscheidender Bedeu-
tung, denn dadurch wird eine mechanische Ruptur der Muskelfasern induziert (19). Voraus-

setzung ist auch hier ein normalisierter pH-Wert und eine Ca>"-Uberladung (29).

Trotz der heute moglichen therapeutischen Versorgung mittels Thrombolyse und PTCA be-
steht Bedarf bei der Erforschung von kardioprotektiven Mechanismen. Eine schnelle Reper-
fusion ist hier allein nicht ausreichend. Die oben genannten Mechanismen des myokardialen
I/R-Schadens bieten weitergehend mogliche Angriffspunkte zur InfarktgroBenreduktion. Ei-
nen Ansatz liefert hier unter anderem die ischdmische Konditionierung des Myokards, die

im Folgenden genauer vorgestellt wird.
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Abbildung 3: Mechanismen des myokardialen Reperfusionsschadens

Die Grafik stellt die biochemischen und metabolischen Verdnderungen im postischdmischem Kardiomyozyten
dar. Hierzu zéhlen die Regeneration der Mitochondrien (lila), die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) (orange), die schnelle pH-Korrektur durch Laktatauswaschung (tiirkis), die intrazellulire Ca?*-Uberla-
dung (hellgriin) und die Inflammation (rot). Diese Mechanismen interagieren miteinander und fithren zum my-
okardialen Zelluntergang, indem sie die mitochondriale Permiabilitétstransitionsporen (mPTP) 6ffnen und eine
Hyperkontraktur verursachen. ROS werden in der Reperfusion durch die wiedereinsetzende oxidative Phos-
phorylierung der Mitochondrien und die Xanthin-Oxidase der Endothelzellen gebildet. ROS wirken als
chemotaktischer Lockstoff flir neutrophile Granulozyten (Inflammation), welche durch die zelleigene
NADPH-Oxidase ebenfalls ROS synthetisieren. ROS konnen direkten Zellschaden verursachen oder indirekt
iiber eine Offnung der mPTP die Zelle schidigen. AuBerdem leiten sie eine Dysfunktion des sarkoplasmati-
sches Retikulums (SR) ein, sodass es zu einem weiteren Ca*'-Anstieg in der Zelle kommt. Der verstirkte Aus-
tausch von H" gegen Na* mittels Na*"H"-Austauscher (NHX) zwecks pH-Ausgleich fiihrt zu einem Anstieg
des zelluliren Na'. Dieses wird durch eine inverse Aktivitit des Na™Ca?"-Austauscher (NCX) gegen Ca?*
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austauscht, weshalb es zu einer Verstirkung der Ca*>*-Uberladung kommt. Diese fiihrt bei Wiedereinsetzen der
ATP-Synthese und pH-Normalisierung zu Zelluntergang durch Hyperkontrakturen. ROS und eine zelluldre
Ca”*-Uberladung induzieren bei fehlender Inhibition durch einen sauren pH-Wert eine Offnung der mPTP.
Dieses fiihrt zu einer Entkoppelung der oxidativen Phosphorylierung und durch einem Protonen- und Fliissig-
keitseinstrom final zur Zellschwellung und -ruptur.
Abbildung modifiziert nach Yellon et al. 2007 (29).

1.3 Formen der ischimischen Konditionierung zur Kardioprotek-
tion

1.3.1 Die ischimische Prikonditionierung

Das Phinomen der ischdmischen Konditionierung beschreibt einen endogenen Mechanis-
mus, mit dem die Kardiomyozyten vor dem I/R-Schaden geschiitzt werden. Hierfiir werden
kurze, nicht-letale Ischimien ausgeldst, denen ebenfalls kurze Phasen der Reperfusion fol-
gen. Wenn diese kurzen Ischdmien und Reperfusionen vor, wiahrend oder nach einer langen
Ischamie stattfinden, handelt es sich um ischdmische Pra- (IPC), Per- oder Postkonditionie-
rung (IPostC). Um einen dhnlichen protektiven Mechanismus zu erhalten, ist es auBBerdem
moglich die kurzen Ischimiephasen auch an herzfernen Organen oder Geweben auszufiih-
ren. Dies wird remote ischaemic preconditioning (RIPC) genannt. Die Anzahl und Linge
der Ischamien und Reperfusionen unterscheiden sich je nach Protokoll (30). Laut [liodromi-
tis et al. handelt es sich bei der IPC um einen der potentesten Mechanismen zum Schutz vor
einem myokardialen Ischdmieschaden (31). Ferner schiitzt die IPC vor einer postischdmi-

schen, kontraktilen Dysfunktion und reduziert I/R-induzierten Arrhythmien (32).

Erstmals wurde die IPC von Murry et al. im Jahre 1986 basierend auf ihren Beobachtungen
an Hundeherzen beschrieben. Hierfiir prakonditionierten Murry et al. die Herzen mit vier 5-
miniitigen Okklusionen des Ramus circumflexus der linken Koronararterie (LCA) mit an-
schlieBender Reperfusion von fiinf Minuten. Auf diese Prikonditionierung folgte eine 40-
mintitige Ischdmiephase (33). Murry et al. zeigten, dass die Infarktgrofe der Interventions-
gruppe nur 7,3% des myokardialen Gewebes ausmacht, lediglich ein Viertel des Infarktge-
biets im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nicht nur in Hunden (33), wie von Murry et al. be-
schrieben, sondern auch in anderen Tierspezies (bspw. Schweinen, Affen, Schafen, Kilbern
oder Nagetieren) inklusive des Menschen konnte ein Anhalt fiir kardioprotektive Wirkungen
durch IPC, sei es durch eine direkte InfarktgroBenreduktion oder durch einen indirekten
Nachweis mithilfe von Troponin oder anderen Biomarkern (30, 34, 35), demonstriert wer-

den.



1.3.2 Weitere Formen der ischimischen Konditionierung

Neben der bereits beschriebenen IPC gibt es noch weitere, oben erwdhnte Formen der isché-
mischen Konditionierung, welche hier jedoch zwecks der Ubersichtlichkeit nur kurz umris-
sen werden. Der Einsatz der IPC ist limitiert, da die kardioprotektiven Mechanismen der IPC
nur genutzt werden kdnnen, wenn die IPC-Zyklen definitionsgemaf3 vor der potentiell letalen
Ischdmie appliziert werden. Das Myokard kann lediglich bei geplanten Ischimiephasen
(bspw. bei elektiven Interventionen) prakonditioniert werden. Um auch bei bereits ischdmi-
schen Herzen (bspw. bei einem akuten Myokardinfarkt) kardioprotektiv intervenieren zu
konnen, beschrieben Zhao et al. im Jahr 2003 eine weitere Form der ischdmischen Konditi-
onierung: die [PostC. In ihrer Arbeit am Hundemodell folgte auf eine 60-miniitige Ischdamie
eine Reperfusion von drei Stunden. Diese Reperfusion begann mit einer Intervention von
drei Zyklen bestehend aus einer 30-sekiindigen Reperfusion und anschlieBendem 30-sekiin-
digen Verschluss des Ramus interventricularis anterior der LCA. In Bezug auf die Infarkt-
grofle stellten Zhao et al. eine Reduktion von 44% fest (36). Durch den schnellen Wechsel
von kurzen Reperfusionen und Ischdmien zu Beginn der ldngeren Reperfusion ergaben sich
Anderungen von Blutfluss und intrakoronarem Perfusionsdruck, welche zu einer Verringe-
rung des Reperfusionsschadens fiihrten. Dies wurde mit einer Nekroseverringerung, einer
verminderten Creatin-Kinase- (CK-) und Laktatdehydrogenase- (LDH-) Aktivitit sowie ei-

ner Reduktion von Gewebeddemen in Verbindung gebracht (36).

Eine weitere Form der ischamischen Konditionierung stellt die im Jahr 1993 von Przyklenk
et al. erstbeschriebene RIPC dar. Mithilfe der RIPC wurden nicht nur Kardiomyozyten ge-
schiitzt, die durch ihre Lage im arteriellen Stromgebiet direkt der IPC ausgesetzt waren, son-
dern es wurde auch entferntes (d.h. in einem anderen Stromgebiet liegend bzw. nicht im
AAR), unbehandeltes Myokard vor dem I/R-Schaden bewahrt (37). Im Weiteren wurde auch
gezeigt, dass nicht nur die myokardiale IPC, sondern auch die IPC von entfernten Organen
und Geweben (bspw. Niere, Leber und Gehirn), natives Myokard schiitzte (30, 38). Dieser
Schutz gegen den I/R-Schaden wurde ebenfalls durch eine IPC von Muskulatur am Oberarm
oder Oberschenkel mittels nicht-invasiver MaBBnahmen (bspw. durch die Benutzung einer
Blutdruckmanschette) erreicht (39). Auch hier war, dhnlich der urspriinglichen ischdmischen

Konditionierung, eine ischdmische Fernpri-, -per- und -postkonditionierung mdoglich (38).



1.4 Mechanismen der ischamischen Prikonditionierung

1.4.1 Trigger-Phase

Im Jahr 2003 beschrieben Yellon und Downey die Begriffe Trigger, Mediatoren und Endef-
fektoren im Zusammenhang mit der IPC. Im Rahmen des IPC-Protokolls wurde der verén-
derte duBerliche Einfluss auf die Kardiomyozyten durch die IPC als Trigger gesehen. Der
End-Effektor, als Folge mehrerer Signalkaskaden, war fiir die finale Protektion des Herzens
verantwortlich. Alle Schritte zwischen Trigger und End-Effektoren beschrieben Yellon und

Downey als Mediatoren (34).

Adenosin (40), Bradykinin (41) und Opioide (42) wurden von Yellon und Downey als en-
dogene Triggersubstanzen bezeichnet, welche an spezifische Gi-Protein-gekoppelte-Rezep-
toren (Gi-PCR) binden (43). Die Aktivierung der jeweiligen Gi-PCR bewirkte iiber spezifi-
sche Signalkaskaden die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) (44, 45).

Opioide und Bradykinin, freigesetzt wihrend der IPC-Zyklen, aktivierten mittels Matrix-
Metalloproteinasen die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinase, PI3K) (46), welche iiber
nachgeschaltete Signalkaskaden durch die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (e-
NOS) zu einer Produktion von endogenem Stickstoff (N») fiihrten. Stickstoffmonoxid (NO)
stimulierte die Guanylatzyklase (GC), mit der aus Guanosintriphosphat (GTP) zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) synthetisiert wurde. cGMP stimulierte wiederherum die
Proteinkinase G (PKG) (44). Ein weiterer Schritt in der IPC-Signalkaskade war die PKG-
vermittelte Offnung der mitochondrialen ATP-sensitiven K*-Kanile (mKatp) (47). Diese
befanden sich in der inneren Mitochondrienmembran (48). Durch die Offnung der mKarp
stromte K* in das Mitochondrieninnere, wahrend H" dieses verlie3. Es wurde angenommen,
dass der H*-Ausstrom mittels der Komplexe I und/oder III zu einer verstirken Bildung von
ROS fiihrte. Dies konnte jedoch lediglich bei anschlieBender Reperfusion und der damit ver-
bundenen Reoxygenierung stattfinden. ROS konnte die PKC direkt aktivieren (43, 47). An-
ders als Opioide und Bradykinin konnte Adenosin die PKC ebenfalls direkt aktivieren und
bendtigte hierfiir nicht PI3K, mKatp oder ROS. Adenosin band an den Adenosin-A;-Rezep-
tor, bei welchem es sich ebenfalls um einen G;-PCR handelte; dieser fiihrte zur PKC-Akti-

vierung (43).
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1.4.2 Mediator-Phase

Zwei Signalwege mit besonderer Bedeutung fiir die Mediator-Phase sind der Reperfusion
Injury Salvage Kinase (RISK)- und der Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE)-
Signalweg. Beide wirken kardioprotektiv durch Einflussnahme auf die Mitochondrien (End-

effektor).

Eine zentrale Rolle als Mediator nimmt der RISK-Signalweg ein, der durch die Adenosinzs-
Adenosinrezeptor (A2s-AR)-Ligandenbindung wihrend der Reperfusion aktiviert wurde
(49). Die Aktivierung der PKC bewirkte nach Philipp et al. durch Phosphorylierung eine
gesteigerte Affinitét des A2p-AR fiir endogenes Adenosin bei einer urspriinglich geringen
Affinitét (50). Nach Yang et al. fithrte das Sensibilisieren der A;s-AR zu einer Aktivierung
der survival-Kinasen, welche im Verlauf zu einer Hemmung der mPTP fiihrten (44). Wich-
tige Schritte des RISK-Signalweges waren die PI3K-Akt und die p42/p44 extracellular sig-
nal-regulated Kinase 1 und 2 (Erk-1/2) (51). Hausenloy et al. publizierten 2005, dass durch
eine Phosphorylierung dieser Kinasen wéhrend der Reperfusion die IPC-induzierte Kardi-
oprotektion induziert wurde. Uberdies zeigten sie, dass eine Inhibition dieser Phosphorylie-
rung in der Frithphase der Reperfusion eine Aufhebung des IPC-induzierten Schutzes be-
wirkte (52). Der RISK-Signalweg initiierte mittels eNOS eine Produktion von N, welcher
die Glykogensynthasekinase 3 (GSK3p) phosphorylierte, wodurch diese inaktiviert wurde
(43, 44).

Ein weiterer Signalweg in der Mediator-Phase ist der SAFE-Signalweg, erstbeschrieben
durch Lecour et al. im Jahr 2009 (53). Die Bindung des Tumornekrosefaktors-o. (TNF-a)) an
den TNF-Rezeptor Typ2 (TNFR2) fiihrte zu einer Phosphorylierung der Januskinase (JAK).
Dadurch wurde wiederum Signal transducers and activators of transcription-3 (STAT-3)
phosphoryliert. Lacerda et al. gingen im Weiteren davon aus, dass durch STAT-3 mittels
Phosphorylierung auch GSK3f inaktiviert wurde (54) und STAT-3 den Spiegel der ROS
beeinflusste (55). Lecour et al. zeigten erstmals, dass so Kardioprotektion durch TNF-a un-
abhéngig von den Kinasen Akt und Erk 1/2 aus dem RISK-Signalweg vermittelt werden
konnte. Die TNF-induzierte und die klassische IPC bewirkten eine Phosphorylierung von
STAT-3 und wirkten somit auf GSK3p. Dies geschah RISK-unabhingig, sodass der SAFE-
Signalweg nach Lecour et al. eine Alternative zum RISK-Signalweg darstellte (56). Beide
wirkten auf den gleichen Endeffektor und wiesen bereits beschriebene Uberschneidungen

auf (57).
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1.4.3 Endeffektoren

Wie bereits in Kapitel 1.2.2 erldutert, stellten die mPTP eine wichtige Zielstruktur im Rah-
men der Kardioprotektion durch IPC dar. Nach bisherigen Erkenntnissen wurde den mPTP
somit eine entscheidende Rolle als Endeffektor des RISK- (58, 59) und SAFE-Signalweges
zugesprochen (60). Die beiden oben beschriebenen Signalwege fiihrten zu einer Phosphory-
lierung und damit Inaktivierung der GSK3p. Die Inaktivierung der GSK3f verhinderte die
Offnung der mPTP wihrend der Reperfusion (44, 61).

1.5 Der Transfer von ischimischer Prikonditionierung

Die RIPC-induzierte Kardioprotektion wird den humoralen Faktoren, welche durch den is-
chdamischen Reiz ins Blut freigesetzt werden, zugeschrieben (62). Dickson et al. publizierten,
dass sich die protektiven Effekte der IPC mittels einer Blutaustauschtransfusion von einem
priakonditionierten Donor-Tier (PD-Tiere) auf ein nicht-prikonditioniertes Akzeptor-Tier
(PA-Tiere) transferieren lassen (63). Nicht nur die InfarktgroBen der PD-Tiere waren signi-
fikant kleiner als die InfarktgroBen der Kontrollgruppe, sondern auch bei den PA-Tieren war
eine signifikante Reduktion des Infarktgewebes messbar (63). Fernerhin prasentierten
Dickson et al. in einer weiteren Publikation, dass Fernprotektion durch einen humoralen
Trigger, freigesetzt in das Koronareffluat, initiiert wurden. Eine Applikation von IPC-Effluat

bewirkte in Nativherzen eine mit IPC-Herzen vergleichbare Kardioprotektion (64).

In den nachfolgenden Jahren untersuchten mehrere Forschungsgruppen, welche Signalwege
durch die Applikation des Effluats aktiviert werden. Huffman et al. demonstrierten 2008
erstmals die Beteiligung des JAK-STAT-Signalweges (d.h. SAFE-Signalweg) (65). Breivik
et al. postulierten hingegen, dass das IPC-Effluat seinen kardioprotektiven Einfluss liber den
PI3K/Akt-abhingigen RISK-Signalweg vermittelt, indem es durch die préischdmische Ap-
plikation von IPC-Effluat zu einer Erh6hung der Akt-Phosphorylierung kommt (66). Nach
Skyschally et al. ist die Signaltransduktion jedoch stark speziesabhidngig. Beispielsweise in-
teragieren der RISK- und der SAFE-Signalweg in Rattenherzen sehr ausgeprégt, sodass eine

Blockierung eines Signalweges die protektive Wirkung beider authebt (67).

Neben der Untersuchung der durch Effluat angestoBenen Signalwege wurden die humoralen
Faktoren detaillierter untersucht. Serejo et al. erlduterten, dass es sich bei den potentiellen

humoralen Faktoren um thermolabile, hydrophobe und proteinartige Stoffe mit einem
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Molekulargewicht von mehr als 3,5 kDa handelt. Sie schlossen so unter anderem Adenosin
(267,24 Da), Opioiden (500-800 Da) und Bradykinin (1060,22 Da) als humorale Faktoren
aus. Das Molekulargewicht des moglichen kardioprotektiven Faktors wurde zwischen 3,5
und 8 kDa angenommen (68). Durch das Einfrieren und das anschlieBende Auftauen der
humoralen Faktoren wurden ihre kardioprotektiven Eigenschaften nicht aufgehoben (62).
Breivik et al. vermuteten die Masse der humoralen Faktoren unter bzw. nah an 30 kDa (66).
Maciel et al. war es moglich zu demonstrieren, dass die humoralen Faktoren in zwei Frakti-
onen des koronaren Effluats vorliegen: einer mit einer Masse von <3 kDa und einer zweiten
mit einer Masse zwischen 5 und 10 kDa. Beide wirkten kardioprotektiv durch Infarktgro-
Benreduktion (69). In der zweiten Gruppe wurden mit 14 Peptiden potentielle Kandidaten

als Mediatoren identifiziert, unter anderem das HSP10-Protein (69).

1.6 Das isolierte Herz nach Langendorff

Die noch heute verwendete, jedoch modifizierte Methode zur isolierten Perfusion eines Séu-
getierherzens geht auf den Physiologen Oscar Langendorff zuriick, welcher 1895 erstmals

seinen Versuchsaufbau beschrieb (70).

In Langendorffs Versuch wurde ein Tier, dessen Herz zur Entnahme bestimmt war, mit
Chloroform sediert. Der Tod trat durch ein gezieltes Verbluten aus den Karotiden ein. An-
schlieBend wurde eine Kaniile so in die Aorta ascendens eingefiihrt, dass ihre Spitze zwi-
schen den Taschen der Aortenklappe und dem Abgang des Truncus brachiocephalicus plat-
ziert wurde. Somit fand eine Perfusion entgegen der physiologischen Flussrichtung statt. Ein
Injektionsdruck, der dem mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) der Versuchstierspezies ent-
spricht, fiihrte zu einem Verschluss der aortalen Semilunarklappen. Hierdurch blieb der
Ventrikel zur Aorta hin verschlossen. Das injizierte Perfusat konnte somit nur in die Koro-
nararterien flieBen. Von dort gelangte es in physiologischer Weise liber den Sinus coronarius
in den rechten Vorhof. Dort verlie3 es ohne Widerstand das Herz als Ausfluss an der Stelle,
an der in vivo die Venae cavae in den rechten Vorhof miindeten. Bei Langendorftf handelte
es sich bei dem Perfusat um Blut, welches durch Verbluten aus den Karotiden gewonnen,

defibriniert, durch Glaswolle filtriert und gewérmt wurde (71).

Durch diesen Versuchsaufbau ist es mdglich, die Physiologie des Herzens ohne Einfliisse
anderer Organe, des Korperkreislaufes oder neurohumoraler Faktoren zu untersuchen (72).

Somit bieten isoliert-perfundierte Herzen einen validen Priifstand fiir Studien zu
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metabolischen oder pharmakologischen Interventionen (72). Aullerdem koénnen leicht pa-
thologische Zustéinde durch Sauerstoffentzug (Anoxie, verschiedene Schweregrade der Hy-
poxie), Verdnderungen des Durchflusses oder des Injektionsdrucks hergestellt werden, so-
dass das Langendorff-Modell bis heute noch immer in der Grundlagenforschung eingesetzt

wird (72, 73).

Der hier beschriebene Aufbau bezieht sich auf den von Oscar Langendorff durchgefiihrten
Versuchsaufbau. Fiir die hier vorliegende Arbeit wurde dieser in modifizierter Weise ver-

wendet. Dies ist im Kapitel 2.2 erldutert und illustriert.
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1.7 Ziele der Arbeit

Seit der Erstbeschreibung im Jahr 1986 gilt die IPC als einer der stirksten endogenen Me-
chanismen zur Kardioprotektion. Die Kardioprotektion wird durch humorale Faktoren ver-
mittelt, welche im Rahmen des Transfers von Effluat auch in nativen Herzen kardioprotektiv
wirken kdnnen. Die Zusammensetzung der humoralen Faktoren und die induzierten Signal-
wege konnten bis heute nicht endgiiltig gekliart werden. Da in den Publikationen von
Dickson et al. ausschlieBlich gepooltes Effluat aus mehreren IPC-Zyklen verwendet wurde,
konnte bis heute auch kein moglicher Unterschied in den kardioprotektiven Eigenschaften
von Effluat einzelner IPC-Zyklen gezeigt werden. Deshalb soll in dieser Arbeit der Fokus
auf dem unterschiedlichen Ausmal der Kardioprotektion in Abhingigkeit der durchlaufenen

IPC-Zyklen liegen.

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit folgenden Fragen:

1. Induziert transferiertes IPC-Effluat aus Donor-Herzen eine Infarktgroenreduktion

in unbehandelten naiven Herzen?

2. Unterscheidet sich die kardioprotektive Potenz des transferierten Effluats (EIPCI1,
EIPC2, EIPC3) abhiingig vom Abnahmezeitpunkt oder ist die kardioprotektive Wir-
kung von IPC-Effluat bereits nach einem einzelnen Priakonditionierungszyklus ma-

ximal?

15



2 Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Unter der Referenznummer O27/12 (Datum: 05/2012) lag eine Anzeigengenechmigung der
Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT,
Leiter: Prof. Dr. Sager) der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf (HHU) vor. Basierend
auf dieser Genehmigung wurden fiir die experimentellen Versuche 20 minnliche Wistar-
Ratten (Fa. Janvier, Laval, Frankreich), welche zu Versuchsbeginn ein Alter von zwei bis
drei Monaten und ein Korpergewicht von 250g bis 350g hatten, verwendet. Die Versuchs-
tiere wurden regelmifig tierdrztlich begutachtet. Fiir die Versuche wurden ausschlieBlich

gesunde Tiere verwendet.

Den Tieren wurde nach ihrem Eintreffen in der ZETT bei einem 12h-Tag-Nacht-Rhythmus
mindestens acht Tage Zeit zur Akklimatisation gegeben. Die Raume waren spezifisch-pa-
thogenfrei (SPF) und wurden konstant klimatisiert, sodass eine Raumtemperatur von 22 +
2°C erreicht wurde. Die Wistar-Ratten wurden zu drei bis fiinf Tieren in einem Kafig auf
Cosypet®-Einstreu (Fa. JELU-WERK, Josef Ehrler GmbH & Co. KG, Rosenberg, Deutsch-
land) gehalten. Als Futtermittel wurde den Tieren Alleinfuttermittel zur Mauszucht (ener-
giereich, 10mm Pellets, autoklavierbar; Fa. ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland)
ad libitum gereicht. Uberdies wurde entkeimtes und angesiuertes Wasser ad libitum einge-

setzt. Ein pH-Wert von 3 wurde mittels Zugabe von Salzsdure erreicht.

2.1.2 Modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer (KHP)

Die isolierten Rattenherzen wurden retrograd mit einem modifizierten Bicarbonat-Puffer
nach Krebs und Henseleit perfundiert, welcher in seiner Zusammensetzung das Blutplasma
imitierte. Der Puffer wurde taglich frisch aus Aqua bidestillata und den untengenannten Che-
mikalien (siche Tabelle 1) hergestellt. Wahrend der Experimente wurde der Puffer konstant
auf 37°C gewiarmt und kontinuierlich mit Carbogen (95% O, 5% COy) versetzt, sodass sich
ein pH-Wert von 7,4 einstellte. Die korrekte Zusammensetzung wurde mittels Blutgasana-

lyse (BGA) vor Verwendung tliberpriift.
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Substanz Summenformel Menge [g] Molekiilmasse (M) Molaritiit
pro 51 [g/mol] [mM]
Natriumchlorid NaCl 34,48 58,44 118
Kaliumchlorid KCl1 1,751 74,55 4,7
Magnesiumsulfatheptahydrat MgSO4++7 H20 1,479 246,48 1,2
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 0,817 136,09 1,2
Natriumhydrogencarbonat NaHCO:s 10,501 84,01 25
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)  CioH16N20s 0,731 292,2 0,5
Glucose (D(+)-Glucose) CsH1206 9,909 180,16 11
Laktat (L(+)-Natriumlactate) C3HsNaOs 0,561 112,1 1
Calciumchlorid CaClz 1,249 110,99 2,52

Tabelle 1: Zusammensetzung des modifizierten Krebs-Henseleit-Puffers
| = Liter; g = Gramm,; mol = Mol; mM = Millimolar

2.1.3 Medikamente

Nachfolgend wurden die eingesetzten Medikamente dargestellt. Es wurde aus diesen Medi-
kamenten eine gewichtsadaptierte Injektionslosung zur intraperitonealen (i.p.) Applikation
hergestellt. Dies wird im Folgenden in Kapitel 2.2.1 erldutert. Die Losung wirkte sedierend

und antikoagulatorisch. Das NaCl diente als Tragerlosung.

Heparin-Natrium (25.000 LE./ml) B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 2047217

Pentobarbital (16g/100ml) Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG
Ingelheim am Rhein, Deutschland

Artikelnr. 798-594

NaCl 0,9% Fresenius Kabi Deutschland GmbH

Isotonische Kochsalzldsung 500ml Bad Homburg, Deutschland

Artikelnr.: B23042A

Tabelle 2: Medikamente
LE. = Internationale Einheit; ml = Milliliter; g = Gramm

2.1.4 Chemikalien

Zur Herstellung des modifizierten KHP aus Kapitel 2.1.2 wurden die nachstehenden Chemi-
kalien verwendet und in den zuvor beschriebenen Mengenverhéltnissen vermischt. Zudem
wurden die nachstehenden Chemikalien zur Herstellung des Redox-Farbstoffes Triphenyl-
tetrazoliumchlorid (TTC), des Trishydroxymethylaminomethan-(TRIS)-Puffers und der Fi-
xierldsung auf Formaldehydbasis (sieche Kapitel 2.2.6) genutzt. Um den pH-Wert aus Kapitel

2.2.6 einzustellen, wurde das pH-Meter mit zwei Pufferlosungen kalibriert.

17



Natriumchlorid (NaCl)

SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland
Artikelnr.: 27810.295

Kaliumchlorid (KCI)

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, Deutschland
Artikelnr.: 1049360500

Magnesiumsulfatheptahydrat (MgSO4+7 H,0)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Artikelnr.: P027.1

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, Deutschland
Artikelnr.: 104873

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Artikelnr.: 8551.1

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Artikelnr.: 8040.3

Glucose (D(+)-Glucose)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Artikelnr.: A997.2

Laktat (L(+)-Natriumlactate)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Artikelnr.: A1004.0100

Calciumchlorid (CaCl,)

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, Deutschland
Artikelnr.: 1023780500

Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)
Summenformel: C19H15CIN4
Molekulargewicht: 334,79 g/mol

SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland
Artikelnr.: 37130.02

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)
Summenformel: C4H11NO3
Molekulargewicht: 121,14 g/mol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Artikelnr.: 5429.3

Formaldehyd 37% (Formaldehydlésung)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Artikelnr.: 1.04002.2500

Salzsiure 37% Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, Deutschland
Artikelnr.: 10003217324416
Pufferléosung pH 4,01 Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co. KG

Weilheim, Deutschland
Artikelnr.: 108700

Pufferlosung pH 7,00+0,02

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Artikelnr.: P713.1

Tabelle 3: Chemikalien
g = Gramm; mol = Mol

2.1.5 Gase

Zur Oxygenierung des KHP wurde diesem Carbogen iiber eine Glasfritte zugefiihrt (siche
Kapitel 2.2.2). Das enthaltene Kohlenstoffdioxid diente der Einstellung des pH-Werts auf
7,4 bei einer Temperatur von 37°C. Um einen Kontakt mit dem Sauerstoff aus der Raumluft

zu vermeiden, wurde das Herz wihrend der Globalischdmie in mit Stickstoff begastem KHP

eingelegt (sieche Kapitel 2.2.3).
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Carbogen Carbogen Lab
5% Kohlendioxid (CO,), 95% Sauerstoff (O,) Linde AG, Pullach, Deutschland
Stickstoff (N2) Stickstoff 5.0
Reinheit >99,999% Linde AG, Pullach, Deutschland

Tabelle 4: Gase

2.1.6 Gerite

Nachstehend wurden die Geréte aufgefiihrt, welche im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung
genutzt wurden. Diese erstreckten sich von der Herstellung des KHP (siehe Kapitel 2.1.2),
iiber die Préparation der Versuchstiere (siche Kapitel 2.2.1) und die Herstellung der TTC-
Farbelosung (siehe Kapitel 2.2.6) bis zur planimetrischen Auswertung der Herzscheiben

(siehe Kapitel 2.2.6).

Kleintierguillotine UGO BASILE S.R.L.

Biological Research Apparatus, Comerio VA, Italien
Modell 7950, Serien-Nr.: 04501212070
Blutgasanalysegeriit ABL800 FLEX

Radiometer GmbH, Krefeld, Deutschland
Artikelnr.: 989-963

Prizisionswaage LA 230S Analysenwaage

Waigebereich 230g. Ablesbarkeit 0,1mg Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Artikelnr.: 33313

Laborwaage Scout Pro SPU202

Wigebereich 200g, Ablesbarkeit 0,01g Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA
Artikelnr.:10162802

Prizisionswaage KERN 440-45N

Waigebereich 1000g, Ablesbarkeit 0,1g KERN & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Magnet-Heizriihrer MR Hei-Tec

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Artikelnr.: HEID 10002

pH-Meter Digital pH-Meter 646

Knick Elektronische Messgerite, Berlin, Deutschland
Artikelnr.: 162222028856

pH-Meter-Sensor In-Lab® Expert pro-ISM

Mettler-Toledo GmbH, Gief3en, Deutschland
Artikelnr.: 30014096

Digitalthermometer GTH 1160 Digitalthermometer

Greisinger electronic, Regenstauf, Deutschland

Skalpellgriff Skalpellgriff, 135mm, Nr. 4, unsteril, wiederverwendbar
B. Braun AESCULAP AG, Tuttlingen, Deutschland
Artikelnr.: BB0O84R
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Flachbettscanner CanoScan LiDE700F
Canon, Krefeld, Deutschland

Tabelle 5: Geriite
g = Gramm; mg = Milligramm; mm = Millimeter

2.1.7 Langendorff-Anlage

Die fiir diesen Versuchsaufbau verwendete Langendorff-Anlage wurde in Kapitel 2.2.2 be-
schrieben und in Abbildung 4 dargestellt. Nachfolgend wurden die einzelnen Bestandteile

der Langendorff-Anlage aufgefiihrt.

Spritzenpumpe

Perfusor® Space
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 8713030

Spritzenpumpe

Perfusor® fm
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 8713820

Schlauchpumpe

MINIPULS 3 Peristaltic Pumps
Gilson International B.V., Limburg (Lahn), Deutschland
Artikelnr.: GFAMO00051

Aufsatz fiir Schlauchpumpe

Pump Head, R2 Two Channel
Gilson International B.V., Limburg (Lahn), Deutschland
Artikelnr.: F117800

Schlauch fiir Schlauchpumpe

Tubing, 3.18 mm [.D. PVC, Black/ White
Gilson International B.V., Limburg (Lahn), Deutschland
Artikelnr.: F117949

Umwailzthermostat

Julabo ME-6
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland
Artikelnr.: 9162506

Offener Wasserbaderhitzer

Julabo EC-5
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland

Wasserbad

GFL Wasserbad Typ 1001

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH & Co.,
Burgwedel (ehemals H-Vinnhorst), Deutschland
Artikelnr.: 10386177

Laborglasflasche 5000ml

DURAN® Protect Laborflasche 5000ml
DWK Life Sciences GmbH, Wertheim (M), Deutschland
Artikelnr.: 21 805 73 57

Laborglasflasche 2000ml

DURAN® Original Laborflasche
DWK Life Sciences GmbH, Wertheim (M), Deutschland
Artikelnr.: 21 801 63 57

Laborglasflasche S00ml

DURAN® Original Laborflasche
DWK Life Sciences GmbH, Wertheim (M) , Deutschland
Artikelnr.: 21 801 44 59
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Perfusatschlauch
ID: 6,0mm; OD: 9,0mm; Wall: 1,5mm

TYGON, Flexible plastic tubing
Saint-Gobain Performance Plastics, Charny, Frankreich
Artikelnr.: ACF1S1504-C

Perfusatschlauch
ID: 5,0mm; OD: 8,0mm; Wall: 1,5mm

Tube VERSILIC 5x8 mm
Saint-Gobain Performance Plastics, Charny, Frankreich
Artikelnr.: 760420-10

Druckaufnehmer

BP Transducer/Cable Kit
AD Instruments Ltd, Oxford, Vereinigtes Konigreich
Artikelnr.: MLT1199

Briickenverstirker

Bridge Amp
AD Instruments Ltd, Oxford, Vereinigtes Konigreich
Artikelnr.: FE221-1255

PowerLab

PowerLab 4/26
AD Instruments Ltd, Oxford, Vereinigtes Konigreich

Briickenverstirker

Bridge Amp ML110
AD Instruments Ltd, Oxford, Vereinigtes Konigreich
Artikelnr.: 5480

PowerLab

PowerLab 8/30
AD Instruments Ltd, Oxford, Vereinigtes Konigreich

Metall-Dreiwegehahn

neoLab Metall-Dreiwegehahn m. LL-Anschliissen
neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
Artikelnr.: 26286

Metall-Aortenkaniile
OD: 2,0mm

Aortic Metal Cannula with Luer Taper for Small Rat
Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA
Artikelnr.: 73-2868

Tabelle 6: Langendorff-Anlage
ml = Milliliter; mm = Millimeter

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Wihrend der Versuchsdurchfiihrung wurden verschiedene Verbrauchsmaterialien bendtigt,

bei welchen es sich zumeist um Einwegartikel aus dem klinischen Alltag handelte.

Fiden Nicht resorbierbare Polyesterfiden

Fiir den Veterindrmedizinischen Gebrauch

Resorba, Niirnberg, Deutschland, Artikelnr.: 3252321
Dreiwegehahn Discofix® C

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 16494 C

Spritzen 1ml

Omnifix®-F Luer Solo 1 ml Luer-Lock
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 9161406V

Spritzen 2ml

Injekt® Luer Solo 2ml
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 4606027V
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Spritzen 3ml Omnifix® Luer Lock Solo 3ml
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 4617022V

Spritzen 20ml Omnifix® Luer Solo 20ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 4617207V

Infusionspumpe-Leitung

Innendurchmesser: 1,0mm, Lange 150cm

Original Perfusor® Line, Type IV-Standard-PE
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 8722935

Verschlusskonen, rot fiir Luer-Lock

Combi-Stopper
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 4495101

Verschlusskonen, blau fiir Luer-Lock

Combi-Stopper
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 4495152

Kaniilen 23G

Durchmesser 0,6mm, Lénge: 30mm

Sterican® Einmalkaniilen Gr. 14
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 4657640

Kaniilen 20G

Durchmesser: 0,9mm, Lénge: 40mm

Sterican® Einmalkaniilen Gr. 1
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 4657519

Kaniilen 18G

Durchmesser 1,2mm, Lénge: 40mm

BD Blunt Fill Sicherheitsaufziehkaniile
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
Artikelnr.: 303129

Skalpellklingen, Figur 21

Carbon Steel Skalpellklingen #21
B. Braun AESCULAP AG, Tuttlingen, Deutschland
Artikelnr.: BB521

Aufziehkaniile

Mini-Spike® mit 0,45 pm Beliiftungsfilter
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Artikelnr.: 4550242

Rohre 15ml

Roéhre 15ml, 120x17mm, PP
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
Artikelnr.: 62.554.002

Rohre 50ml

Roéhre 50ml, 114x28mm, PP
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
Artikelnr.: 62.547.254

Kompresse

ES-Kompressen, 10x10 cm
Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland
Artikelnr.: 4078354

Rollenpflaster

Leukoplast® wasserfest, Scm x Sm
BSN medical, Hamburg, Deutschland
Artikelnr.: 02324-00

Kabelbinder

SELFIT, 100x2,5 mm, & 2-24mm, rot
SapiSelco s.r.l., Saonara (PD), Italien
Artikelnr.: SEL.10.202R

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien
ml = Milliliter; mm = Millimeter;, cm = Zentimeter; G = Gauge, um = Mikrometer; m = Meter
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2.1.9 Software

Zur Aufzeichnung der hdmodynamischen Daten wurde die Software ,,LabChart 8* (siche
Kapitel 2.2.2) und fiir die planimetrische Auswertung die Software ,,Sigma Scan® Pro 5%
(siehe Kapitel 2.2.6) verwendet.

LabChart 8 LabChart® 8
AD Instruments Ltd, Oxford, Vereinigtes Konigreich

Planimetrie-Software Sigma Scan® Pro 5
Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland

Tabelle 8: Software

2.2 Methodik

2.2.1 Priparation der Rattenherzen

Die Untersuchung des kardioprotektiven Effekts von Effluat aus isolierten, ischdmisch
prikonditionierten Rattenherzen erfolgte mittels einer Langendorff-Anlage an ebenfalls iso-

lierten, aber nativen Rattenherzen.

Den Versuchstieren wurde zur Sedierung eine gewichtsadaptierte Dosis von 80 mg/kg Pen-
tobarbital und zur Antikoagulation 5000 L.LE. Heparin injiziert. Als Tragerlosung fungierten
1,8 ml einer 0,9%-igen NaCl-Losung. Nach der intraperitonealen Injektion entfaltete die
Narkose innerhalb von fiinf Minuten ihre volle Wirkung. Die ausreichende Tiefe der Nar-
kose wurde mittels eines akustischen Reizes iiberpriift. Nach Ablauf der fiinf Minuten und
dem vollstdndigen Versiegen der tierischen Reflexe wurde das Versuchstier mithilfe einer
Guillotine dekapitiert und der Thorax durch eine mediane Thorakotomie entlang des linken
Randes des Sternums mittels Schere und Rippenspreizer erdffnet. Das Herz wurde von der
Aorta, den weiteren Gefdflen und dem umliegenden Gewebe an der Herzbasis abgesetzt und

aus dem Thorax geborgen.

Um eine ungewollte Luftembolie der Koronargefdf3e zwischen Exzision und dem Anbringen
an der Langendorff-Anlage zu vermeiden, wurde das exzidierte Herz zur Uberfiihrung in ein

Becherglas mit 10 ml 0,9%-iger NaCl-Losung getaucht.
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2.2.2 Isolierte, retrograde Perfusion an der Langendorff-Anlage

Das Rattenherz wurde im Anschluss an die Préparation am Aortenstumpf gegriffen und mit
diesem an der Aortenkaniile der Langendorff-Anlage (siche Abb. 4) durch einen chirurgi-
schen Knoten fixiert. Die Zeit zwischen Dekapitation und nun folgender Reperfusion, die
sogenannte Dekapitations-Reperfusions-Zeit (DPZ), sollte bei allen Tieren konstant und
kurz gehalten werden, um eine ungewollte Prakonditionierung in dieser Phase zu vermeiden.

Die DPZ tiberschritt drei Minuten nicht.
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Langendorff-Anlage

Hier zu sehen ist der schematische Aufbau der im Versuch verwendeten Langendorft-Anlage (nicht mafstabs-
gerecht): Der mit Carbogen (1) versetzte und im Wasserbad auf 37°C erwiarmte Krebs-Henseleit-Puffer (2)
wurde mittels einer Rollerpumpe (3) angesaugt und in die Langendorff-Anlage gepumpt. Uber die in der Lan-
gendorff-Anlage entstehende Wassersdule wurde ein konstanter Druck von 80 mmHg erzeugt. Angesaugte
Luftblasen entwichen {iber einen Luftfanger (4). Mittels eines Warmetauschers (5) wurde der Puffer auch in
der Anlage konstant auf 37°C gewérmt. Zwei Perfusoren (6) ermoglichten die kontinuierliche Applikation von
Substanzen. Die Perfusion des Versuchsherzens wurde iiber einen Dreiwegehahn (7) an der Aortenkantile ge-
steuert. Vor der Auskiihlung durch die Umgebungsluft schiitzte ein Warmeschild (8) das Herz. Fiir die Erwér-
mung des Luftfangers, des Warmetauschers und des Warmeschildes stand ein zweiter Warmwasserkreislauf
mit einer Pumpe (9) zur Verfiigung. Durch einen weiteren Dreiwegehahn (10) wurde der Abfluss des Effluats
aus dem Wirmeschild gesteuert. Die hdmodynamischen Daten wurden mittels eines im linken Ventrikel ste-
ckenden Druckaufnehmers gemessen und iiber eine PowerLab-Station digital aufgezeichnet (11).

Eigene Abbildung.
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Durch die Langendorff-Anlage konnte nun eine druckkonstante, retrograde Perfusion ge-
wihrleistet werden. Der Druck, welcher von der Fliissigkeitssdule in der Langendorff-An-
lage erzeugt wurde, simulierte den MAP und betrug 80mmHg. Durch diesen Druck schlos-
sen sich die Aortenklappen und die Perfusion der Koronargefdf3e wurde sichergestellt. Zur
Zufuhr der Pufferlosung in das Schlauchsystem der Langendorff-Anlage wurde eine peri-
staltischen Rollerpumpe (siche Abb. 4, Nr. 3) verwendet. Als Perfusat diente der modifi-
zierte KHP (siehe Kapitel 2.1.2), welcher in einem Wasserbad (siehe Abb. 4, Nr. 2) auf 37°C
erwdrmt und zur ausreichenden Oxygenierung kontinuierlich mit Carbogen (200 ml/min,
siche Abb. 4, Nr. 1) angereichert wurde. Vor Versuchsbeginn wurde seine Zusammenset-
zung mittels einer BGA kontrolliert. Durch das Erwdrmen und das Zufiigen von Carbogen
wurde ein pH-Wert von 7,4 eingestellt. Auch aullerhalb des Pufferreservoirs wurde der Puf-
fer mithilfe einer doppelwandigen Warmekammer (siche Abb. 4, Nr. 4), welche zugleich als
Luftfanger diente, eines Wérmetauschers (siche Abb. 4, Nr. 5) und eines doppelwandigen
Wiérmeschildes (siehe Abb. 4, Nr. 8), mit welchem das Herz vor einer Auskiihlung durch die
Raumluft geschiitzt wurde, kontinuierlich erwérmt. Diese Glasarmaturen wurden mittels ei-
ner Pumpe und eines offenen Wasserbaderhitzers (siche Abb. 4, Nr. 9) mit erwdrmtem Was-

ser (37°C) umspiilt.

Unmittelbar nach der Fixierung des Herzens an der Aortenkaniile und der sofortigen Reper-
fusion wurde ein Druckmesser (siche Abb. 4, Nr. 11) in den linken Vorhof eingebracht.
Hierfiir wurde das linke Herzohr erdffnet und durch die entstandene Offnung ein kleiner
Katheter durch die Mitralklappe in den linken Ventrikel vorgeschoben. An der Spitze des
Katheters befand sich ein mit isotoner Kochsalzlésung gefiillter Ballon. Uber den Katheter
bestand eine Verbindung zwischen dem Ballon und dem Druckaufnehmer. Das Volumen
des Ballons war tiiber einen zwischen Druckaufnehmer und Ballon befindlichen Dreiwege-
hahn mittels einer mit NaCl gefiillten Spritze verinderbar (aus Griinden der Ubersichtlich-
keit in Abb. 4 stark vereinfacht dargestellt). Zum Einsetzen wurde das Volumen des Ballons
auf ein Minimum reduziert. Sobald sich die Katheterspitze im Ventrikel befand, wurde das
Volumen des Ballons so vergréBert bis sich ein frithdiastolischer linksventrikuldrer Druck
(LVPmin) von 3-5 mmHg eingestellte. Die Zeit zwischen dem Beginn der retrograden Perfu-
sion und dem Einbringen und korrekten Einstellens des Druckmessers in den linken Ventri-
kel wurde gemessen und als Ballonplazierungszeit (BPZ) erfasst. Diese war nicht groBer als
fiinf Minuten. Der Druckaufnehmer (&hnlich dem Druckaufnehmer einer arterielle Blut-

druckmessung oder zur Messung des zentralvendsen Blutdruckes) war mit einem
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PowerLab®-Modul der Firma ADInstruments verbunden, mit welcher eine Aufzeichnung
und graphische Darstellung der mechanischen Herzaktivitit im Programm LabChart® (AD-

Instruments) sichergestellt wurde.

Der KHP, welcher durch die Langendorff-Anlage dem Herzen zugefiihrt wurde, durch-
stromte die Koronargefdle und verlieB das Herz am Koronarvenensinus als koronares
Effluat. Durch ein Ablassventil im Warmeschild (siche Abb. 4, Nr. 10), welches das Herz
umgab, war ein Sammeln und anschlieBendes Wiegen des Effluats wihrend des gesamten
Versuchs zu festdefinierten Zeitpunkten mdglich. Hierdurch wurde der momentane Koro-
narfluss des Herzens exakt ermittelt. Grundsétzlich wurde der fiir die Perfusion verwendete

KHP nach einmaliger Verwendung verworfen.

Kurz vor der Aortenkaniile wurden zwei Dreiwegehdhne angebracht, wodurch mittels zweier
Spritzenpumpen (siche Abb. 4, Nr. 6) Medikamente oder andere (ver-)fliissige Substanzen
in den koronaren Kreislauf appliziert werden konnten. Jene Medikamente oder Substanzen
wurden so in Hinblick auf ihren Einfluss auf die Kardioprotektivitéit in der Langendorff-

Anlage einer Untersuchung unterzogen.

Zu fest definierten Zeitpunkten in der Einpendelungs- und Reperfusionsphase wurden der
Koronarfluss gemessen und die himodynamischen Parameter erhoben, welche zur statisti-

schen Auswertung mit aufgenommen wurden.

Die Herzfrequenz, der linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVPmax), der LVPnin, die
linksventrikuldre Druckdifferenz (LVDP), die linksventrikulidre Kontraktionsgeschwindig-
keit (dP/dtmax), die linksventrikuldre Relaxationsgeschwindigkeit (dP/dtmin), der Koronar-
fluss (CF) und das Rate Pressure Product (RPP) wurden als himodynamische Parameter
betrachtet. Nicht mit in die Auswertung aufgenommen wurden arrhythmische Herzaktionen

und Artefakte.

Als Ausdruck des myokardialen Schadens wurde die linksventrikuldre ischdmische Kontrak-
tur gewertet. Der maximale Druck (in mmHg), mit dem sich die ischdmische Kontrakur dar-
stellte, und der zugehorige Zeitpunkt (in Minuten ab Versuchsbeginn) wurde im Programm

LabChart® gemessen und ausgewertet.
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2.2.3 Induktion einer globalen Ischimie am isolierten Langendorff-Herzen

Zur Induktion der IPC wurde der Zufluss des KHP aus der Langendorff-Anlage zum Herzen
unterbrochen, indem der Dreiwegehahn an der Aortenkaniile (siche Abb. 4, Nr. 7) verschlos-
sen wurde. Das doppelwandige Warmeschild (siche Abb. 4, Nr. 8) wurde mit auf 37°C tem-
periertem und mit Stickstoff begastem KHP (Ischdmiepuffer) gefiillt. Dieser wurde vor der
Ischdmie in einem Vorratsbehdlter und wihrend der Ischdmie in dem Wirmeschild mit
Stickstoff versetzt, um das Einwirken von Sauerstoff aus der Raumluft zu unterbinden. Da-
mit der Ischdmiepuffer im Wiarmeschild verblieb, wurde der Dreiwegehahn (siehe Abb. 4,

Nr. 10) unterhalb des Warmeschildes verschlossen.

2.2.4 Gewinnung von Kontroll- und IPC-Effluat aus Rattenherzen

Das koronare Effluat wurde zu den unten genannten Zeitpunkten gesammelt (siche Abb. 5).
Wihrend der Reperfusion, welche sich an jeden IPC-Zyklus anschloss, wurde es aus dem
Sinus coronarius der Herzen aufgefangen. Dieses Effluat wurde fortan als IPC-Effluat
(Errcl, Ewrc2, Ewpc3) bezeichnet. In den fiinf Minuten vor dem ersten IPC-Zyklus wurde
Effluat des bis dahin nicht ischdmisch prékonditionierten Herzens gewonnen, welches die

Kontrollgruppe (Con) bildete.

Die Versuchsherzen durchliefen nach der Fixierung an der Aortenkaniile eine 20-miniitige
Einpendelungsphase, in welcher sich das Herz an die Bedingungen der Langendorff-Anlage
anpasste. In den letzten fiinf Minuten der Einpendelungsphase wurde das Con-Effluat der
Herzen mithilfe eines gereinigten Becherglases aufgefangen. Es wurde darauf geachtet, dass
der Ausfluss des Herzens in der Reperfusion vollstindig und ohne Verunreinigungen aufge-

fangen wurde.

Im Anschluss an die Einpendelungsphase durchliefen die Herzen eine 30-miniitige Phase
der ischdmischen Priakonditionierung (siche Abbildung 5). Diese Phase begann mit einer 5-
miniitigen Ischdmie (IPC1), in der der Zufluss mit KHP komplett unterbrochen wurde (Glo-
balischdmie). Wéhrend der Ischdmie wurde das Warmeschild mit Ischdmiepuffer (siche Ka-

pitel 2.2.3) gefiillt.

Mit Ablauf der fiinf Minuten wurde der Ischdmiepuffer aus der Warmekammer abgelassen
und es schloss sich eine 5-miniitige Reperfusion an, in der das Herz wieder mit oxygeniertem
KHP aus der Langendorff-Anlage versorgt wurde. Das Effluat aus der ersten Reperfusion
(Errcl) wurde mit einem gereinigten Becherglas iiber die gesamten fiinf Minuten der Reper-
fusion hinweghin gesammelt, ohne dabei Verunreinigungen mitaufzufangen. Zu
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Verunreinigungen zédhlten beispielsweise auch Beimengungen des Ischdmiepuffers. Um
diese zu verhindern, wurde der Ischdmiepuffer 10 Sekunden vor Ablauf der 5-miniitigen
Ischdmiephase aus der Wiarmekammer abgelassen, damit zu Beginn der Reperfusion der
Puffer vollstindig abgeflossen war. Dieser Zyklus von Ischdmie und Reperfusion mit
Effluatgewinnung wurde zwei weitere Male wiederholt (IPC2 mit Eipc2, IPC3 mit Eipc3).
Die Effluate wurden jeweils nach der 5-miniitigen Gewinnungsphase gewogen, sodass
Riickschliisse auf das gesammelte Volumen moglich waren. AnschlieBend wurde das Effluat
in mehrere beschriftete 15ml Rohren gefiillt und unverziiglich bei -80°C eingefroren. Fiir
den kurzen Transport in den Tiefkiihlschrank wurden die Proben auf Eis gelagert. Dieser

Vorgang wurde nach jeder Effluatgewinnung wiederholt.

20 5

3 3 B

Con Epcl Epc2 Epc3
Effluat Effluat Effluat Effluat

5

Abbildung 5: Versuchsablauf der Gewinnung von Kontroll- und IPC-Effluat

Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der Gewinnung der Effluate (Kontrollgruppe und drei IPC-Gruppen). Nach
15 Minuten der 20-miniitigen Einpendelungsphase wurde iiber fiinf Minuten hinweg der koronare Ausfluss
(Con-Effluat) des Donor-Herzens aufgefangen. Es folgten drei 5-miniitige Globalischdmie mit anschlieender
Reperfusion und Effluatgewinnung (Eircl, Eipc2, Eipc3).

Eigene Abbildung.

IPC = ischdmische Prdikonditionierung; Con = Kontrolle; Eipcl = Effluat nach einem IPC-Zyklus, Eipc2 =
Effluat nach zwei IPC-Zyklen; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

2.2.5 Untersuchung des protektiven Einflusses des Effluats

Fiir die Untersuchung des protektiven Einflusses des Effluats aus ischdmisch prékonditio-
nierten Herzen wurden vier Gruppen mit je flinf Tieren gebildet (je n = 5). Die drei IPC-
Effluate wurden mit einer Kontrollgruppe (Con), welche Effluat aus den Herzen erhielt, die
keinen IPC-Zyklus erfuhren, verglichen. Die Zuordnung zu den Gruppen wurde randomi-
siert durchgefiihrt. Die Gruppen unterschieden sich durch das ausgewéhlte Effluat (siche
Abb. 6). Die erste Gruppe stellte die Con dar. Die zweite Gruppe erhielt das Effluat Epcl,

welches im vorherigen Versuchsteil nach einem durchlaufenen IPC-Zyklus aufgefangen
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wurde. Der dritten Gruppe wurde das Effluat Erpc2 zugefiihrt. Die vierte Gruppe erhielt das
Effluat Erpc3.

Allen Herzen wurde nach einer Einpendelungsphase von 20 Minuten mittels eines mit der
Langendorff-Anlage verbunden Perfusor tiber 10 Minuten das Effluat unverdiinnt appliziert.
Die Flussrate wurde an den CF des Akzeptorherzens adaptiert. Ausschlaggebend dafiir war
der CF in der baseline (15. Minute nach Versuchsbeginn). Die Flussrate betrug bei jedem
Herz 1% des gemessenen CF. Das Effluat wurde vor Beginn des Versuches aus dem Tief-
kiihlschrank (-80°C) entnommen und schonend bei Raumtemperatur aufgetaut. Als das

Effluat vollstdndig in fliissiger Form vorlag, wurde es in eine 20ml Luer-Lock-Spritze ge-
fiillt.

Nach der 10-miniitigen Effluatzufuhr via Spritzenpumpe begann die 33-miniitige Globa-
lischdmie. Hierfiir wurde die Zufuhr von KHP zu diesem Zeitpunkt durch das Umlegen des
Dreiwegehahns an der Aortenkaniile (siche Abb. 4, Nr. 7) unterbrochen und die Spritzen-
pumpen abgeschaltet. Die Warmekammer wurde, wie im vorherigen Versuchsteil, mit Is-

chamiepuffer gefiillt und dieser kontinuierlich mit Stickstoff begast.

Nach der 33-miniitigen Globalischdmie begann die Koronarperfusion mit oxygeniertem
KHP und der Ischdmiepuffer aus der Warmekammer wurde abgelassen. An die Ischdmie
schloss sich auch hier wieder eine Reperfusion von 60 Minuten an, in welcher keine der
Gruppen eine Intervention erfuhr. Nach 60 Minuten Reperfusion endete dieser Versuch und
die Herzen wurden von der Langendorff-Anlage gelost. AnschlieBend wurden die Herzen
gewogen, um das Herznassgewicht zu ermitteln. Danach wurden die Herzen in eine 3ml

fassende Spritze gefiillt, bei -20°C eingefroren und bis zur Farbung gelagert.
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Abbildung 6: Versuchsablauf der Untersuchung des Einflusses der Effluate

Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der Untersuchung des protektiven Einflusses der Con- und IPC-Effluate
(vier Gruppen, jeweils n = 5). Nach einer 20-miniitigen Einpendelungsphase wurde den Akzeptor-Herzen iiber
zehn Minuten entweder das Con- oder eins der drei mdglichen IPC-Effluate (Eipcl, Eirc2, Eirc3) appliziert.
Anschlieend durchliefen alle vier Gruppen eine globale Ischdmie von 33 Minuten. Es folgte eine 60-miniitige
Reperfusion mit anschlieBender InfarktgroBenbestimmung durch TTC-Féarbung und planimetrische Auswer-
tung.

Eigene Abbildung.

n = Anzahl; Con = Kontrolle; IPC = ischimische Prdkonditionierung; Eipcl = Effluat nach einem IPC-
Zyklus,; Eipc2 = Effluat nach zwei IPC-Zyklen,; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen; TTC =
Triphenyltetrazoliumchlorid.

2.2.6 Firbung der Herzen mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

Mithilfe des farblosen und wasserloslichen Redox-Farbstoffes TTC lie3 sich die metaboli-
sche Aktivitidt von Zellen oder Geweben nachweisen. Dies beruhte auf der Aktivitdtsmes-
sung von Dehydrogenasen (74). Das TTC diente in diesem Fall als Farbindikator, welcher
ausschlieBlich vitales Gewebe anfirbte. Avitales Gewebe verbleib hingegen farblos. Diese
Vitalfarbung basiert auf einer Redox-Reaktion, die nur in stoffwechselaktivem Gewebe statt-
finden kann. Das TTC wurde in vitalem Gewebe durch membransténdige Diaphorasen, wel-
che NAD(P)H-Dehydrogenasen der Atmungskette als Elektronendonor nutzen, zu rotli-
chem, wasserunloslichem Formazan (Triphenylformazan) reduziert (74, 75). Gewebe, wel-
ches nicht mithilfe von TTC bzw. dem reduzierten Formazan angefarbt wurde, verblieb weif3
und wurde als irreversibel geschédigt angesehen. Eine Inaktivierung der bendtigten Dehyd-

rogenasen erfolgte zeitnah nach dem Zelltod (75).

30



Die Herzen wurden im noch gefrorenen Zustand in acht gleichgroB3e, axiale Scheiben ge-
schnitten, welche jeweils eine Dicke von etwa 2 mm aufwiesen. Begonnen wurde an der
Herzspitze. Die so entstanden Herzscheiben wurden mittels einer 0,75%igen TTC-Lsung
in 1,41% TRIS-Puffer fiir 15 min gefarbt. Dies geschah in einem Wasserbad bei konstant
37°C und einem pH-Wert von 7,42.

Direkt im Anschluss an den Féarbevorgang wurden die Herzen mittels einer 4%igen Formal-
dehyd-Lo6sung bei Raumtemperatur von 20°C fixiert. Anschlielend an die Fixierung wurden
die Herzscheiben unter Zuhilfenahme eines hochauflosenden Foto- und Dokumentenscan-
ners eingescannt und so digitalisiert. Die Herzscheiben wurden von der Herzspitze zur Herz-
basis sortiert und immer die zur Herzbasis gerichtete Schnittkante auf die Glasscheibe des
Scanners aufgelegt. Im néchsten Schritt trockneten die Herzscheiben fiir 7 Tage unter einem
Abzug und anschlieBend wurde das Trockengewicht der acht Scheiben eines Herzens ermit-

telt.

Fiir die anschlieBende Planimetrie (sieche Abb. 7) der nun digitalisiert vorliegenden Herz-
scheiben wurde die Software SigmaScan© verwendet. Die Auswertung fand verblindet
durch einen unabhingigen Untersucher statt. Das vitale Gewebe imponierte durch die TTC-
Farbung rétlich eingeférbt, wohingegen sich das Infarktgewebe weilllich bis griulich dar-
stellte. Mittels der Software wurden nun die einzelnen Teile des linken Ventrikels, welche
visuell als Infarktgewebe erkennbar waren, markiert und addiert. Danach wurde die Fliche
des gesamten linken Ventrikels ausgemessen. Es lieB sich so ein Verhéltnis aus der Summe
der infarzierten Flachen zur gesamten Fliche des linken Ventrikels ermitteln. Dieser Quoti-
ent wurde als A4R bezeichnet. Um die durchschnittliche Infarktgrofe des gesamten Herzens

zu ermitteln, wurde der arithmetische Mittelwert aus den 44R jeder Herzscheibe gebildet.
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Abbildung 7: Planimetrische Darstellung eines Rattenherzens nach TTC-Firbung

Dargestellt ist hier der Ablauf einer Planimetrie beispielhaft an einem geschnittenen Rattenherz. Das Herz
wurde hierfiir in acht gleich dicke Scheiben geschnitten. Die zu untersuchende Seite war immer die Schnittfl-
che, welche der Herzbasis zugewandt war. Die Herzscheiben wurden immer von apikal (links) nach basal
(rechts) sortiert. Bei allen drei Reihen handelte es sich um ein untersuchtes Herz. In der oberen Reihe sind die
Herzscheiben noch ungekennzeichnet gezeigt. In der zweiten Reihe wurden die weilllichen (d.h. ischdmischen)
Areal des linken Ventrikels markiert (gelb). Das gesamte Areal des linken Ventrikels wurde in der dritten Reihe
farbig gekennzeichnet (hellblau). Aus dem Verhéltnis von addierter gelber zu hellblauer Flache lief sich die
InfarktgroBe fiir jede einzelne Herzscheibe prozentual berechnen und fiir das gesamte Herz summieren.
Eigene Abbildung.

2.2.7 Statistische Auswertung

Als primdrer Endpunkt der Versuche in dieser Arbeit galt die InfarktgroBBe. Mithilfe von
GraphPad StatMate™ (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) wurde die Gruppengrdfie
mit n = 5 ermittelt. Hierdurch wurde eine InfarktgroBenreduktion von 25% bei einer Stan-
dardabweichung (SD) von 10% erkannt. Bei einer statistischen Power (Teststirke) von 80%

und einem angenommenen alpha-Fehler von a <0,05 wurde diese Gruppengrofle errechnet.

Die statistische Analyse erfolgte mit GraphPad Prism, Version 7.01 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). Die Unterschiede der Infarktgro3e wurden mit einer einfaktori-
ellen Varianzanalyse (analysis of variance, ANOV A) mit Dunnett’s post hoc test ausgewer-

tet.

Die hdmodynamischen Parameter dienten als sekunddrer Endpunkt. Diese wurden durch

eine zweifache ANOVA und anschlieBendem Tukey’s post hoc test verglichen.

Die Daten wurden als Mittelwert und Standardabweichung (MW + SD) angegeben. Ein Sig-

nifikanzniveau von 5% wurde angenommen (p <0,05).
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der Effluate auf die Infarktgrofien

In Abbildung 8 werden die InfarktgroBen der Kontrollgruppe und der IPC-Gruppen grafisch
gegeneinander aufgetragen. Die Con-Infarktgroe betrug 54+12% des A4R. Der Transfer
von Effluat bewirkte in den Interventionsgruppen Epcl (27+5%), Eipc2 (35+7%) und Erpc3
(35+£8%) eine signifikante InfarktgroBenreduktion (p <0,05 vs. Con).
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Abbildung 8: Einfluss der Effluate auf die Infarktgrofien

Dargestellt sind vier Gruppen (Con, Ewrcl, Ewrc2, Erc3), in denen die Rattenherzen randomisiert wurden (je n
= 5). Primérer Endpunkt waren die Infarktgroen. Die Kontrollgruppe erhielt ein Effluat (Con) eines
Herzens, welches keinen IPC-Zyklus durchlief. Die Interventionsgruppen bekamen eines der drei moglichen
IPC-Effluate (Errcl, Errc2, Ewrc3) appliziert. Der prozentuale Anteil von Infarktgebiet zu A4R stellte die
Infarktgrofe dar. Mittels TTC-Féarbung und Planimetrie wurde die InfarktgroBe bestimmt. Die Infarktgroen
der IPC-Effluat-Gruppen waren signifikant kleiner gegeniiber der Kontrolle. Die Daten wurden als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Eigene Abbildung.

Con = Kontrolle; Eipcl = Effluat nach einem IPC-Zyklus; Eipc2 = Effluat nach zwei IPC-Zyklen; Eipc3 =
Effluat nach drei IPC-Zyklen; n = Anzahl; vs. = versus.
*p <0,05 vs. Con.

3.2 Einfluss der Effluate auf die Himodynamik

3.2.1 Die erhobenen himodynamischen Parameter

Die im Folgenden besprochenen himodynamischen Daten umfassen die Herzfrequenz [min-
1, die LVDP [mmHg], sowie den CF [ml/min]. Diese Parameter wurden wihrend der Ver-
suche kontinuierlich erhoben. Fiir die Auswertung wurden Messwerte von vorher fest
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definierten Zeitpunkten verwendet. Zu diesen Zeitpunkten zihlten die baseline (15. Minute),
die letzte Minute der Prikonditionierung (PC) (29. Minute), sowie die 30. (Rep30) und die
60. Minute (Rep60) der Reperfusion.

3.2.2 Herzfrequenz

Es zeigten sich bei der Herzfrequenz zu den beiden Messpunkten vor der Globalischdmie
(d.h. baseline und PC) keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und
den drei Interventionsgruppen. Auch lieen sich bei den postischdmisch erhobenen Herzfre-
quenzen bei allen Gruppen keine signifikanten Unterschiede gegeniiber den prdischdmi-
schen Herzfrequenzen erkennen. Zwischen den Gruppen selbst war zudem kein signifikanter

Unterschied festzustellen (siche Tab. 9, siche Abb. 9).

Herzfrequenz [min ']

baseline PC Rep(30) Rep(60)
Con 307 +29 288 +£43 296 + 73 254 +41
Erpcl 333+ 70 330+ 53 298 + 48 236+ 73
Erpc2 290 + 46 305 + 36 251 +44 229+ 91
Erpc3 295+ 24 278 + 44 282 + 36 272 +13

Tabelle 9: Herzfrequenzen

min = Minute; PC = die letzte Minute der Prdikonditionierung, Rep(30) = 30. Minute der Reperfusion, Rep(60)
= 60. Minute der Reperfusion; Con = Kontrolle; Eircl = Effluat nach einem IPC-Zyklus; Eirc2 = Effluat nach
zwei IPC-Zyklen; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

34



Herzfrequenz

400

("5
o
o

Herzfrequenz [min-1]
B
(=]
Z—n—u—n—c

(=]
=
o

100
baseline PC Rep(30) Rep(60)

—+—Con EIPC]1 =—+—EIPC2? =—e—EIPC3

Abbildung 9: Herzfrequenzen
Zu allen Zeitpunkten des Versuchs wurde die Herzfrequenz der Langendorff-Herzen detektiert. Es waren keine

signifikanten Unterschiede der Herzfrequenzen erkennbar.
Eigene Abbildung.

min = Minute; PC = die letzte Minute der Préikonditionierung; Rep(30) = 30. Minute der Reperfusion, Rep(60)

= 60. Minute der Reperfusion; Con = Kontrolle; Eircl = Effluat nach einem IPC-Zyklus; Eirc2 = Effluat nach
zwei IPC-Zyklen; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

3.2.3 Linksventrikulire Blutdruckdifferenz (LVDP)

Nach der globalen Ischdmie gab es in Bezug auf die linksventrikuldre Druckdifferenz sowohl
bei der Kontroll- als auch bei den Interventionsgruppen wéhrend der Reperfusion signifi-
kante Unterschiede zu der praischdmischen Phase. Die postischimischen Werte waren alle
signifikant niedriger als die praischdmisch gemessenen Werte. Die postischdmischen LVDP-
Werte der vier Gruppen wiesen untereinander jedoch keinen signifikanten Unterschied auf

(siehe Tab. 10, siche Abb. 10).
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Linksventrikuldre Blutdruckdifferenz [mmHg]

baseline PC Rep(30) Rep(60)
Con 121 £ 20 120 +20 19 + 6* 27 +£ 3%
Errcl 123 + 34 123 +£22 37 + 40* 39 +£26*
Erpc2 139+ 15 136 13 39 +£26%* 22+ 12%
Eipc3 155+53 154 +27 14 £ 5% 18 + 4%

Tabelle 10: Linksventrikulire Blutdruckdifferenz (LVDP)

mmHg = Millimeter Quecksilbersdule; PC = die letzte Minute der Prdkonditionierung, Rep(30) = 30. Minute
der Reperfusion; Rep(60) = 60. Minute der Reperfusion;, Con = Kontrolle, Eircl = Effluat nach einem IPC-
Zyklus,; Eipc2 = Effluat nach zwei IPC-Zyklen; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

*p <0,05 vs. baseline.
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Abbildung 10: Linksventrikulire Blutdruckdifferenz (LVDP)
Im Laufe des Versuchs fiel die LVDP in der Con- und allen drei Interventionsgruppen signifikant ab. Im Ver-
gleich zu den préischdmischen Werten waren die postischdmischen Werte des LVDP signifikant niedriger.

Eigene Abbildung.

mmHg = Millimeter Quecksilbersdule; PC = die letzte Minute der Prdkonditionierung, Rep(30) = 30. Minute
der Reperfusion; Rep(60) = 60. Minute der Reperfusion;, Con = Kontrolle; Eircl = Effluat nach einem IPC-
Zyklus,; Eipc2 = Effluat nach zwei IPC-Zyklen,; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

*p <0,05 vs. baseline.

36



3.2.4 Koronarfluss

Verglichen mit der baseline und PC war der Koronarfluss postischdmisch in allen Gruppen
zu beiden Messzeitpunkten signifikant niedriger. Ein signifikanter Unterschied, sowohl vor
als auch nach der Ischdmie, zwischen den einzelnen Gruppen lag zum gleichen Zeitpunkt

jedoch nicht vor (siehe Tab. 11, siche Abb. 11).

Koronarfluss [ml/min]

baseline PC Rep(30) Rep(60)
Con 12+1 11+3 7+1* 6+1*
Erpcl 15+3 14+3 8 £ 2% 7+ 2%
Eipc2 11+2 10+2 8 £2% T+ 2%
Erpc3 15+3 15+3 7 £ 2% 6+ 2%

Tabelle 11: Koronarfluss

ml = Milliliter; min= Minute; PC = die letzte Minute der Prdkonditionierung; Rep(30) = 30. Minute der Re-
perfusion; Rep(60) = 60. Minute der Reperfusion, Con = Kontrolle; Eipcl = Effluat nach einem IPC-Zyklus,
Eipc2 = Effluat nach zwei IPC-Zyklen; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

*p <0,05 vs. baseline.
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Abbildung 11: Koronarfluss

Waihrend der priischdmischen Phase des Versuches war kein signifikanter Unterschied der Koronarfliisse zu
erkennen. Hingegen fand sich ein signifikanter Unterschied der beiden postischamischen CF-Werte im Ver-
gleich zu den praischdmischen. Zum jeweiligen Messzeitpunkt unterschied sich der CF der einzelnen Gruppe

nicht signifikant.
Eigene Abbildung.

ml = Milliliter; min= Minute; PC = die letzte Minute der Prdkonditionierung; Rep(30) = 30. Minute der Re-
perfusion,; Rep(60) = 60. Minute der Reperfusion;, Con = Kontrolle; Eipcl = Effluat nach einem IPC-Zyklus,
Eipc2 = Effluat nach zwei IPC-Zyklen; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

*p <0,05 vs. baseline.
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3.3 Einfluss der Effluate auf die ischiamische Kontraktur

Zusitzlich zu den hdmodynamischen Parametern wurden auch der Zeitpunkt und die Hohe
der ischdmischen Kontraktur erfasst. Auch hier unterschieden sich die beiden Parameter

zwischen den vier Gruppen nicht signifikant (siehe Tab. 12).

Zeitpunkt der maximalen Hohe der maximalen
ischdmischen Kontraktur (min) ischdmischen Kontraktur (mmHg)
Con 17+1 55+2
Erpcl 16 £3 56+4
Erpc2 15+1 60+ 10
Erpc3 15+2 72+6

Tabelle 12: Ischimische Kontraktur
min = Minute der Globalenischimie; mmHg = Millimeter Quecksilbersdule; Con = Kontrolle; Eipcl = Effluat
nach einem IPC-Zyklus; Eipc2 = Effluat nach zwei IPC-Zyklen; Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

3.4 Korpergewichte der Versuchstiere und Herznassgewichte

Neben der InfarktgréBe wurden auch das Korpergewicht der Versuchstiere und das Herz-
nassgewicht als weitere Parameter betrachtet (siche Tab. 13). Zwischen der Con-Gruppe und

den drei IPC-Gruppen bestand diesbeziiglich kein signifikanter Unterschied.

Korpergewicht (g) Herznassgewicht (g)
Con 290+ 7 1,18 +0,02
Emcl 291 +£40 1,27 +0,12
Erpc2 265+ 13 1,16 £ 0,06
Erpc3 301 £10 1,19 £ 0,05

Tabelle 13: Korpergewichte der Versuchstiere und Herznassgewichte
g = Gramm,; Con = Kontrolle; Eipcl = Effluat nach einem IPC-Zyklus; Eipc2 = Effluat nach zwei IPC-Zyklen,
Eipc3 = Effluat nach drei IPC-Zyklen.

39



4 Diskussion

4.1 Beantwortung der Fragestellung

Die vorliegende Arbeit setzt sich mit der Fragestellung auseinander, ob priaischdamisch ver-
abreichtes Effluat von IPC-Rattenherzen in nativen Herzen zu einer Kardioprotektion fiihrt.
Zudem findet eine Untersuchung der kardioprotektiven Potenz des transferierten Effluats in

Abhidngigkeit vom Abnahmezeitpunkt statt.

Zunichst wurde im ersten Versuchsteil Con- und IPC-Effluat mithilfe der etablierten Lan-
gendorff-Anlage gewonnen. Dieses Effluat wurde im Anschluss nativen Herzen koronar-
flussadaptiert appliziert, bevor diese isoliert perfundierten Herzen von méinnlichen Wistar-

Ratten eine 33-miniitige Globalischdmie durchliefen.

Die Fragen aus Kapitel 1.7 lassen sich wie folgt beantworten:

1. Das préischdmisch transferierte Effluat der Donor-Herzen induziert in unbehandelten

naiven Herzen eine InfarktgroBenreduktion.

2. Die kardioprotektive Potenz des transferierten Effluats unterscheidet sich nicht in
Abhiéngigkeit vom Abnahmezeitpunkt (Eipcl, Epc2, Eipc3), sondern die kardiopro-
tektive Wirkung von IPC-Effluat ist bereits nach einem einzelnen Pridkonditionie-

rungszyklus maximal.

Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass der Transfer von Effluat auch im hier be-
schriebenen Versuchsautbau moglich war, jedoch keine Unterschiede der Kardioprotektion
in Hinblick auf den Zeitpunkt der Effluatgewinnung ausgemacht werden konnten. Vergli-
chen mit der Kontrollgruppe war eine signifikante InfarktgroBenreduktion bei allen IPC-
Effluaten nachweisbar, wobei zwischen den IPC-Gruppen keine signifikante Reduktion fest-

gestellt werden konnte.
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4.2 Diskussion von Material und Methodik

4.2.1 Versuchsaufbau — Die Langendorff-Anlage

Als Versuchsaufbau wurde im Rahmen dieser Arbeit die Priaparation nach Langendorff, ein
in dieser Arbeitsgruppe der Klinik fiir Anésthesiologie etabliertes Modell, angewendet (76-
81). Die Langendorff-Apparatur ist eine standardisierte und reproduzierbare Methode, wel-

che sich dartiber hinaus durch eine Zeit- und Kosteneffizienz auszeichnet (82).

Bei dem hier verwendeten Langendorff-Modell handelte es sich um ein isoliert-perfundiertes
Saugetierherz, welches retrograd durch den verbliebenen Aortenstumpf mittels einer Perfu-
sionslosung durchspiilt wurde. Auf Grund dieser Tatsache wird in der Literatur hiufig ver-
kiirzt von einer retrograden Perfusion gesprochen (83). Jedoch ist lediglich der aortale Blut-
fluss im Vergleich zur Systole umgekehrt. Die Perfusion der Koronargefdf3e in der Diastole
hingegen findet in physiologischer Flussrichtung statt. Ferner erzeugt die Langendorff-An-
lage im aortalen Gefdl3stumpf keinen Blutfluss, sondern simuliert den diastolischen Blut-

druck, welcher einen Verschluss der Aortenklappe bewirkt (82).

Der zuvor beschriebene in-vitro-Versuchsaufbau mit dem isoliert-perfundierten Herzen
weist im Vergleich zu in-vivo-Versuchen vielfiltige Unterschiede auf. Zum einen gestaltet
sich die isolierte Untersuchung eines Organs in einem fortbestehenden Gesamtorganismus
schwer, da kontinuierliche Interaktionen mit Hormonen, anderen Organen bzw. Organsys-
temen oder mit dem autonomen Nervensystem unvermeidbar sind (84). Zum anderen er-
moglichen in-vitro-Versuche ein hohes Mal3 an Reproduzier- und Vergleichbarkeit (85), so-
wohl zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen als auch zwischen unterschiedlichen Séuge-
tierspezies (86). Zusitzlich erlaubt die Reproduzierbarkeit und die Kosteneffizienz sehr um-
fangreiche StudiengroBen (72, 85, 86). Dennoch muss aus ethischen Griinden und zuneh-
mender Kritik an Tierversuchen beachtet werden, dass fiir jeden in-vitro-Versuch eine To-

tung des Versuchstiers zwangsldufig in Kauf genommen werden muss (85, 87).

Neben dem verwendeten Modell nach Langendorff wurde die ,, Working heart “-Préparation
nach Neely (88) etabliert (85). Bei dem ,, Working heart* wird neben der aortalen Kaniile
eine weitere Kaniile in den linken Vorhof eingefiihrt, welche diesen ebenfalls mit Perfusat
versorgt. Dieses wird im Verlauf durch den linken Ventrikel und die Aortenklappe in die
Aorta ausgeworfen. Eine Wassersdule simuliert die Nachlast. In der anschlieBenden Diastole
werden die Koronargefdle, dhnlich dem Langendorff-Versuch, perfundiert (82, 88). Somit

leistet der Ventrikel dieses isoliert-perfundierten Herzens eine Druck-Volumen-Arbeit,
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weshalb das ,, Working heart“~-Modell der Herzphysiologie ndher kommt (85). Weiter er-
moglicht dieses Modell durch die physiologische Alternation von Systole und Diastole die
direkte Messung des kardialen Outputs (72, 82, 84). Im Vergleich zur Langendorff-Prapara-
tion ist das ,, Working heart“ wegen der duleren Arbeit besser zur Untersuchung von meta-
bolischen Verinderungen geeignet (86, 87). Insbesondere bei Versuchen zur Glukoseauf-
nahme, Laktatproduktion und zur Freisetzung von freien Radikalen besteht eine Uberlegen-
heit (89). Andererseits verlangt die Implementierung einer zweiten Kaniile von den Unter-
suchenden ein hoheres Mal} an technischem Geschick (72, 82). Im Modell nach Neely wird
der linke Vorhof mit Perfusat durchspiilt, weshalb eine Implantation eines Ballonkatheters
zur exakten Kraft- und Zeitmessung nicht moglich ist (82, 85). Die Vorhofkaniile im ,, Wor-
king heart“-Modell benétigt eine suffiziente Perfusatversorgung, da sonst der kardinale
Auswurf limitiert sein kann. Aus diesem Grund werden groBBere Mengen Pufferlosung be-
notigt. Ein zirkulierendes Puffersystem findet deswegen hdufig Verwendung (72). Da jedoch
im oben beschriebenen Versuch eine Entnahme des koronaren Effluats notwendig ist, konnte
eine Wiederverwendung des Puffers neben einer Verunreinigung auch zu einer ungeplanten
Priakonditionierung durch bereits enthaltene kardioprotektive Substanzen fithren. Zusam-
menfassend prisentieren sich im Rahmen dieses Versuchs eher theoretische als praktische
Vorteile der ,, Working heart “-Préparation verglichen mit den Langendorff-Herzen (82).
Uberdies stehen in diesem Versuch nicht metabolische Verinderungen im Vordergrund,
sondern primér die InfarktgroBenreduktion und sekundér die Verdnderung der himodyna-
mischen Parameter. Aus diesem Grund iiberwiegt die simplere Préparation bei vorteilhafter

Reproduzierbarkeit und Kosteneffizienz.

Neben der ,, Working heart “-Praparation nach Neely existiert das ,, Dual-perfusion “-Modell
nach Avkiran et al., welches durch den Einsatz einer neuen ,,Zwei-Lumen-Aortenkantle*
eine unabhéngige Perfusion der beiden koronaren Gefaf3systeme ermoglicht (90). Insbeson-
dere bei Spezies mit ungeniigenden Kollateralen der Koronargefile, wie beispielsweise den
in diesem Versuch verwendeten Ratten, illustrieren Clements-Jewery et al. auch eine iso-
lierte Perfusion der einzelnen StammgefdBe als mdglichen Versuchsaufbau. Als nachteilig

wird der hohe technische Anspruch bei der Platzierung der Kaniile gesehen (82).

Basierend auf der urspriinglichen Beschreibung des Langendorff-Modells wird die koronare
Perfusion mithilfe eines konstanten Drucks realisiert. Eine weitere Methode stellt die Perfu-
sion durch einen konstanten Fluss dar. In beiden Varianten wird so der diastolische Blut-

druck nachempfunden. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wird die Perfusion mittels
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eines konstanten Perfusionsdruck von 80mmHg hergestellt. Bei dieser findet eine autoregu-
latorische Anpassung der KoronargefaBperfusion durch den Gefda3tonus der glatten Musku-
latur statt (72). Uberdies handelt es sich bei der druckkonstanten Perfusion um eine kosten-
giinstige und simpel realisierbare Perfusionsform, da aufgrund der Hydrostatik mittels der
Wassersdule des Reservoirs kontinuierlich der Druck erzeugt wird (85, 86). Bei der exakten
Applikation von Medikamenten oder anderen Substanzen erweist sich die volumenkonstante
Perfusion hingegen als vorteilhafter, da wegen der festen, dem Koronarfluss entsprechenden
Perfusionsrate der prozentuale Anteil der zu untersuchenden Stoffe leichter berechnet wer-
den kann (82). Im zuvor beschriebenen Experiment (sieche Kapitel 2.2.5) findet die Applika-
tion durch eine Anpassung an den praischdmisch gemessenen Koronarfluss statt. Eine spa-
tere Veranderung im laufenden Experiment findet nicht mehr statt. Einen weiteren Vorteil
der flusskonstanten Perfusionsform stellt die geringere Menge des benétigten Perfusats dar,
weil dieser lediglich fiir die Koronarperfusion und nicht fiir den hydrostatischen Druck be-
notigt wird (85, 86). Fiir eine exakte Koronarperfusion ist jedoch eine genaue Kenntnis der
physiologischen Perfusion der jeweiligen Versuchstiere mit ihren spezifischen Gefa3betten
von enormer Bedeutung (72, 86). Einen praktischen Vorteil macht die Wassersdule der
druckkonstanten Perfusion aus, denn hier kann diese automatisch als Luftfanger fiir kleine,
akzidentiell beigemengte Luftblasen dienen. In der volumenkonstanten Form ist diese nicht
zwangsldufig vorhanden (82). Unabhéngig von der Wahl der verwendeten Perfusionsform
ist eine konkrete Fluss- oder Druckeinstellung von entscheidender Bedeutung, da sonst —
insbesondere bei salinen Pufferlosungen (siehe hierfiir das Kapitel 4.2.3) — die Bildung eines

kardialen Odems droht (91).

4.2.2 Versuchstiere

In den meisten gegenwértigen Publikationen finden Nagetierherzen - insbesondere von Rat-
ten oder Miusen - Verwendung, da sich diese durch eine einfache Handhabung (72) und
niedrige Beschaffungs-, Haltungs- und Futterkosten auszeichnen. Weiter bieten sie die Mog-
lichkeit der genetischen Manipulation (85). Hingegen verlangen Nagetiere aufgrund der ge-
ringen Grofle vom Untersuchenden manuelles Geschick bei gleichzeitiger Abnahme der
Vergleichbarkeit zu Herzen groBBerer Sdugetieren (85). Im Rahmen des oben skizzierten Ver-
suchsaufbaus dominierte jedoch die Kosteneffizienz und die hohe Reproduzierbarkeit bei
Verwendung von Rattenherzen. Aus diesen Griinden wurden fiir diesen Versuchsaufbau

Wistar-Ratten verwendet.
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Bei der weiteren Wahl der Versuchstiere im Rahmen der IPC galt es potentielle confounder
zu exkludieren. Zu diesen zdhlen neben Alter und Geschlecht auch bereits bestehende Vor-
erkrankungen mit entsprechender Begleitmedikation. Hier ist insbesondere eine Hypergly-
kdmie mit der Manifestation eines Diabetes zu nennen. Deswegen wurden fiir diesen Ver-
suchsaufbau Herzen von jungen und gesunden Wistar-Rattenménnchen verwendet. Mit zu-
nehmendem Lebensalter steigt sowohl die Pravalenz als auch das Ausmal3 und die Folgen
der koronaren Herzkrankheit und der Myokardinfarkte (5, 6). Kardioprotektive Effekte der
Priakonditionierung nehmen zudem mit steigendem Alter ab, wobei dessen Ursache aktuell
noch unklar ist (92). Es wird vermutet, dass altersbedingt das Myokard die Fahigkeit auf
Ischdmien mittels mPTP-Regulation zu reagieren verliert, was einen Verlust der zelleigenen
Kardioprotektion bewirkt (93). Aufgrund einer Ostrogen-bedingten Toleranzerhdhung ge-
geniiber des I/R-Schadens kann das weibliche Geschlecht die Wirkung der ischdmischen
Kardioprotektion reduzieren (94). Uber eine Aktivierung des Ostrogenrezeptors-o sind
weibliche Herzen vor dem I/R-Schaden geschiitzt (95). Bei Verwendung von jungen Wistar
Minnchen wurden so der Einfluss von Alter und Geschlecht zugunsten der isolierten Unter-
suchung des kardioprotektiven Effekts exkludiert. Weiter wurden zu eben diesem Zweck
Versuchstiere ohne Vorerkrankungen verwendet (96), um auch die Kardioprotektion des

Effluats ohne den Einfluss von Komorbidititen und Komedikationen bewerten zu konnen.

4.2.3 Krebs-Henseleit-Puffer (KHP)

Zur Perfusion nach Langendorff stehen sowohl Vollblut als auch kristalloide Losungen zur
Verfiigung. Hierzu gehdren neben dem verwendete KHP, auch die Ringer- und die Tyrode-
Pufferlosung (97). Abweichend von ihrer urspriinglichen Zusammenstellung ist eine Modi-

fikation des KHP durch Anderung einzelner Bestandteile mdglich. So konnen den Perfusaten

Der KHP, entwickelt 1932 von Hans Krebs und Kurt Henseleit, besteht urspriinglich aus:
118 mM NaCl, 4,7 mM KClI, 1,2 mM MgSOs, 1,2 mM KH>POy4, 25 mM NaHCO3, 2,52 mM
CaClz und 11 mM Glukose (CsH1206) (98). Durch diese Zusammensetzung sollen die Ei-
genschaften des Plasmas imitiert werden. Es existieren mehrere Modifikationen. So wurde
fiir die Publikationen dieser Arbeitsgruppe EDTA und Laktat hinzugefiigt (siehe hierfiir Ka-
pitel 2.1.2). Durch eine kontinuierliche Anreicherung mit Carbogen wurde ein pH-Wert von

7,4 bei einer Temperatur von 37°C etabliert.

Fehlende Zellbestandteile der salinen Perfusate bewirken eine verminderte Viskositdt und

fiihren durch erhdhten Koronarfluss zu stirkeren Scherkréiften und Endothelschiddigung (73).
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Ein Zusatz von Erythrozyten kann veridnderte Flusseigenschaften und eine Erhéhung der
Sauerstofftransportkapazitit bewirken. Dieser Zusatz gestaltet sich jedoch wegen einer mog-
lichen Hdmolyse kosten- und zeitintensiver, ebenso storanfalliger (86). Wegen der limitierte
Sauerstofftransportkapazitit ist bei Verwendung von kristalloiden Losungen ein hoher Sau-
erstoffpartialdruck (pO2 >500 mmHg) notwendig (72, 91). Kristalloide Perfusate besitzen
im Vergleich zu anderen Perfusaten einen niedrigeren onkotischen Druck, welcher insbe-
sondere bei einer druckkonstanten Perfusion die Ausbildung eines kardialen Odems bewir-
ken kann (72, 86, 91). Der Zusatz von Kolloiden (wie bspw. Albumin) ist moglich, fiihrt
jedoch zu einer Kostenintensivierung und bei Oxygenierung mittels Gasfritte zu einer aus-
gepriagten Schaumbildung (72, 87, 91). Eine Koronarflussnormalisierung und eine Vermei-
dung von Odemen kann jedoch nicht sicher gestellt werden (87). Eine Oxygenierung ohne

Sprudeln kann mittels eines Oxygenators realisiert werden (91).

Als Energiequelle der Kardiomyozyten kdnnen Fettsduren ebenfalls zu einem Aufschdumen
filhren (72). Das Fehlen dieser macht einen vergleichsweise hohen Glukosegehalt nétig.
Physiologisch liegt der Blutzucker bei mannlichen Wistar-Ratten bei 125 mg/dl (99). Der
Zuckergehalt des KHP wurde in der Literatur teilweise als diabetisch (86), teilweise als
normoglykdmisch (77) gewertet. Zur Vergleichbarkeit mit anderen Studien, in denen eine
Konzentration von 11 mmol/l genutzt wurde (77), wurde auch in dieser Arbeit eine Gluko-
sekonzentration von 11 mM als physiologisch angesehen. Bei fehlenden Plasmaproteinen
sind die K*- und Ca?*-Konzentrationen félschlicherweise zu hoch (73), da sie nicht in freier
und gebundener Form vorliegen (100). Eine kontinuierlich inotrope Belastung wird durch
die Ca?*-Konzentration angenommen (72). Ca**-Konzentrationen von 1,2-1,8 mM (72) bzw.
1,2 mM und eine K*-Konzentration von 3-4 mM werden vorgeschlagen (73). Zur Ca**-Re-
duktion kann dem KHP, wie auch in dieser Arbeit, 0,5 mM EDTA beigefiigt werden (100-
104).

Neben dem KHP stellt der Tyrode-Puffer den zweiten Standardpuffer im isolierten Herzex-
periment dar (105), welcher ebenso als blutisotonische Losung zum Blutersatz dient (106).
Der Tyrode-Puffer nutzt im Gegensatz zu Bicarbonat organische Puffer (bspw. HEPES,
TRIS und PIPES) (107). Bicarbonatpuffer benétigen zur pH-Wert-Einstellung eine CO»-Zu-
fuhr, in diesem Versuch mittels Carbogen (91). Eine Verwendung des Tyrode-Puffers ist
jedoch im Rahmen der Kardioprotektion umstritten, da unter anderem HEPES zytoprotek-

tive Eigenschaften zu geschrieben werden (108).
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Trotz verschiedener Pufferlosungen wurde in dieser Arbeit kongruent mit dem Vorgehen der
Arbeitsgruppe KHP genutzt. Hiervon wurde eine gesteigerte Vergleichbarkeit sowohl inner-
halb der Arbeitsgruppe als auch mit bereits vorliegenden Publikationen erwartet. Ansonsten

iiberwogen die Vorteile von hoher Reproduzierbarkeit und kostengiinstiger Anfertigung.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Infarktgroflenreduktion

Fiir diese Arbeit wurde die gemessene InfarktgroBenreduktion als primédrer Endpunkt ver-
wendet. Dieser driickt laut Lindsey et al. bei allen Studien, welche sich auf die Kardiopro-
tektion fokussieren, die quantitative Beurteilung der Kardiomyozytenvitalitét aus (109). Zur
Ermittlung der Infarktgrofle wurde eine Anfarbung der vitalen Kardiomyozyten mittels TTC
und anschlieender planimetrischer Auswertung genutzt. Diese Methode stellt den Gold-
standard bei intakten Herzen, inklusive der fiir diese Arbeit verwendeten isoliert-perfundier-
ten Herzen, dar (109, 110). Die InfarktgroBe ldsst sich somit im Verhiltnis zum gesamten
AAR, welches bei der induzierten Globalischdmie der vollstindige linke Ventrikel ist, aus-

driicken.

Weitere Methoden zur Messung der kardiomyozytiaren Schiadigung konnen sowohl die Aus-
wertung himodynamischer Daten (siehe hierfiir Kapitel 4.3.2) als auch die Freisetzung von
Biomarkern und Enzymen mit herzspezifischem Charakter sein. Eine Ermittlung der wahren
GrofBe der kardialen Pathologie ist jedoch laut Opie et al. anhand solcher indirekten Indices,
wie beispielsweise der Freisetzung der Creatininkinase (CK), nur selten moglich (111). Glei-
ches gilt fiir eine Abschétzung der Infarktgroe mittels von elektrokardiographischen Ver-
dnderungen (bspw. ST-Strecken-Erhohungen), welche eher Entwicklungen der Ischdmie

und nicht die tatsachliche Infarktgrofe widerspiegeln (111).

Hierauf basierend wurde die mittels TTC-Féarbung ermittelte Reduktion der InfarktgroBe als
primdrer Endpunkt und nachrangig die gemessene Himodynamik als sekundérer Endpunkt

ausgewertet.
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4.3.2 Hamodynamik

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben der Messung der InfarktgroBenreduktion gleichzei-
tig hdmodynamische Parameter aufgezeichnet und ausgewertet. In allen Gruppen war eine
signifikante Reduktion zwischen den prédischdmischen und den postischimischen Werten
von LVDP und CF zu verzeichnen. Mithilfe der postischdmischen Himodynamik lief} sich
jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen der Con- und den IPC-Gruppen ableiten.
Sowohl in anderen Publikationen der Arbeitsgruppe (112, 113), als auch in weiteren Studien

(114) am isolierten Langendorff-Herzen présentierte sich diese Tatsache auch.

Als ursédchlich wird das in Kapitel 1.2.2 bereits erwéhnte myocardial stunning vermutet.
Unter diesem Begriff wurde das Phdnomen im Jahr 1982 von Braunwald und Kloner erstbe-
schrieben (115). Hierbei handelt es sich um ein postischdmisch vollstidndig reperfundiertes
Myokard (116), welches durch eine akute globale oder regionale Ischimie induziert tempo-
rdr und reversibel von einer kontraktilen Dysfunktion betroffen ist (117). Zuvor wurde an-
genommen, dass sich die myokardiale Funktion entweder sofort und vollstindig erholt oder
lediglich eine unvollstdndige Genesung aufgrund der langen Okklusion eintritt (118). Als
Ausloser fiir das myocardial stunning gilt die ischdmisch-bedingte Bildung von ROS mit
Zellorganellenschidigung, sowie eine Ca>-Uberladung und eine Entkoppelung von Erre-
gung und Kontraktion (119). Somit handelt es sich beim myocardial stunning um eine sub-
letale Form der ROS-vermittelten I/R-Schidigung (119). Laut Pomblum und Kollegen ist
hingegen der Begriff des cardiac stunning priferiert zu nutzen, da durch diese Bezeichnung
unterschiedliche Facetten des stunning inkludiert sind. Neben der myokardialen sind auch
vaskuldre, endotheliale, metabolische, neuronale und elektrische Beeintrachtigungen sowie

eine postischdmische Entziindungsreaktion nachweisbar (120).

Ein Nebeneinander von einer irreversiblen Zellschiddigung durch Nekrose und einem rever-
siblem Funktionsverlust im Sinne eines myocardial stunning ist aulerdem mdoglich. Im re-
perfundierten Herzen konnen kontraktile Dysfunktionen sowohl durch den Verlust von vi-
talem Myokard als auch durch myocardial stunning auftreten (121). Lediglich beim letztge-
nannten ist eine zeitabhingige Erholung zu erwarten (121). Dies fiigt sich in die in Kapitel
3.2 prasentierten Ergebnisse insoweit ein, als sowohl der LVDP als auch der CF in allen vier
Gruppen in der Reperfusionsphase im Vergleich zu den priaischdmischen Werten signifikant
reduziert sind. Die Voraussetzung fiir diese Annahme ist, dass von einer Reduktion der ha-
modynamischen Werte durch Nekrose (Con-Gruppe) oder durch ein ausgeprigtes myocar-

dial stunning (IPC-Gruppen) ausgegangen wird. Somit wird eine Ursdchlichkeit im
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Nebeneinander von irreversibler und reversibler Zellfunktion vermutet. Nach der 60-minii-
tigen Reperfusion wiesen die hamodynamische Werte der IPC-Gruppen eine Differenz zu
den priischamischen Werten auf. Dies spiegelte sich in den Beobachtungen von Ellis et al.
wider, welche in ihren Versuchen darstellten, dass eine funktionale Wiederherstellung nach
einem Myokardinfarkt in einem Zeitraum von Tagen bis Wochen verldngert war (122, 123).
Auch bei einer Verldngerung der Reperfusion auf 120 Minuten ist das myocardial stunning
immer noch présent (124). Einen Bezug zur ischdmischen Prakonditionierung stellten im
Jahr 1992 Ovize et al. her, indem sie zeigten, dass eine Prikonditionierung weder die kon-
traktilen Funktionen wihrend einer reversiben Ischdmie erhilt, noch ein postischdmisches
myocardial stunning verhindert. Sie vermuteten eine Unabhéngigkeit des myocardial stun-
ning von den Mechanismen der Priakonditionierung (125). Dass das Phdnomen des myocar-
dial stunning neben anderen Versuchsaufbauten auch im isoliert-perfundierten Herzen im
Rahmen der Langendorff-Apparatur reproduzierbar war, prisentierte Heusch mittels ver-

schiedener Vorstudien (121, 126-128).

Auch wenn es weiterhin nicht moglich ist, die Ursache der fehlenden Korrelation zwischen
hdmodynamischen Parametern und InfarktgroBenreduktion nachzuweisen, liefert das myo-
cardial stunning eine plausible Hypothese. Wie gezeigt, kann dieses sowohl im Rahmen der
ischdmischen Prikonditionierung als auch bei isoliert-perfundierten Rattenherzen auftreten
und kann somit auch im oben beschriebenen Versuchsablauf als ursidchlich angesehen wer-

den.

4.3.3 Ischimische Kontraktur

Neben der Infarktgroe und der himodynamischen Daten wurden im Rahmen dieser Unter-
suchung auch der Zeitpunkt und die Hohe der ischdmischen Kontraktur der myokardialen
Zellen aufgezeichnet und ausgewertet. Ein signifikanter Unterschied konnte zwischen den
vier Gruppen jedoch nicht festgestellt werden. Die ischdmische Kontraktur, welche sich in
einem Anstieg des LVPmax wihrend einer globalen Ischdmie présentiert, gilt laut Lasley et
al. als MaB fiir den myokardialen Schaden (129). Daneben wird iiblicherweise die Akzele-
ration der ischdmischen Kontraktur als Pradiktor einer schlechten postischdmischen Funk-
tion angesehen (130, 131). Aus diesem Grund fanden sowohl die Hohe als auch der Zeit-

punkt der ischdmischen Kontraktur in diesem Versuch Beriicksichtigung.

Bereits in den ersten Sekunden einer myokardialen Ischdmie durchléuft das Herz durch einen

vollstdndigen Stillstand ein akutes kontraktiles Versagen. Nach wenigen Minuten bilden sich
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neue Querbriicken zwischen den myokardialen Aktin- und Myosin-Filamenten aus und re-
sultieren so in einem allméhlichen Spannungsaufbau (130). Dieses Phanomen der ischdmi-
schen Kontraktur wurde erstmals 1972 von Cooley et al. bei Patienten nach einer Bypassope-
ration beschrieben. Sie nannten die Extremform der ischdmischen Kontraktur des linken
Ventrikels ,,stone heart (130, 132). Das selten auftretende Vollbild des stone heart ist irre-
versibel. Als Grund wird ein Verlust myokardialer Energiereserven, vornehmlich eine ATP-
Defizienz der Myofilamente, angenommen (132, 133). Katz et al. stellten eine Analogie zum
Rigor mortis der Skeletmuskulatur her. Die ATP-Bindung an Myosin fiihrt zu einer Disso-
ziation der Verkniipfung zwischen Aktin und Myosin, in deren Folge eine muskuldre Re-
laxation eintritt. Durch das Fehlen von ATP 16sen sich die Produkte der ATP-Hydrolyse und
die Verbindungen zwischen Aktin und Myosin bleiben bestehen. Diese kdnnen nur dissozi-
ieren, wenn — wie oben genannt — unverbrauchtes ATP zur Verfligung steht (134). In wei-
tergehenden Studien wird eine Verringerung des mittleren ATP-Gehalts auf etwa 12 umol/g
Trockengewicht mit dem Einsetzen der Kontraktur assoziiert. Das Vollbild der ischdmischen
Kontraktur tritt bei einem ATP-Abfall von circa 3 bis 4 pmol/g Trockengewicht auf (135).
Weiter wird die Rolle des intrazellluldres Ca?" bei der Ausbildung der ischdmischen Kon-
traktur durch Storung der Ca?’-Homostase, bedingt durch ein Versagen energieintensiver
zelluldrer Pumpmechanismen, als weitere Hypothese présentiert (135). Ca®* wird eine ent-
scheidende Rolle bei der Regulation von Kontraktion und Entspannung der Myosin-Aktin-
Komplexe zugesprochen und ein Fehlen von Ca?* ist ursichlich fiir einen verzogerten Kon-
trakturbeginn, eine geringere Geschwindigkeit bei vermindertem Kontrakturausmaf (135).
Das Fortschreiten und der Schweregrad einer Kontraktur der isoliert perfundierten Herzen
im Sinne einer kardiomechanischen Verdnderung und die Akkumulation von intrazelluldrem
Ca”" sind somit eng miteinander verkniipft, denn ein intrazellulirer Ca?*-Uberschuss kann
den ATP-Verbrauch steigern, was sich dann final in der Kontraktur darstellt (136). Anderer-
seits existiert jedoch auch ein Dissens in verschiedenen Publikationen, ob die Ca?'-Akku-
mulation Ursache oder Folge der mit der ischdmischen Kontraktur verbundenen ATP-Defi-
zienz ist (130, 137). Als Mdglichkeiten der Pravention der ischdmischen Kontraktur nannten
MacGregor et al. zum einen die beta-adrenerge Blockade, welche jedoch das Einsetzen der
ischdmischen Kontraktur unter normothermen Bedingungen lediglich verzégerte und nicht
verhinderte (138). Zum anderen konkludierten sie, dass eine moderate Hypothermie das Auf-

treten dieser Komplikation vollstdndig verhinderte (138).
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Wie bereits erwéhnt, gilt die IPC als am stérksten wirksamer Schutz vor u.a. postischdmi-
scher kontraktiler Dysfunktion und soll somit die postischdmische Kontraktilitdt erhalten
(32). Lasley et al. stellten eine enge Verbindung von ischdmischer Kontraktur und myokar-
dialem Schaden her. Der Zeitpunkt der ischdmischen Kontraktur wurde als Anhaltspunkt fiir
die antiischdmische Wirksamkeit von Interventionen gewertet (129). Dariiber hinaus wurde
der Beginn der ischdmischen Kontraktur mit dem Beginn des irreversiblen Zellschadens
gleichgesetzt (139). Diese Annahmen stehen im Widerspruch zu den Beobachtungen von
Lasley et al., denn paradoxerweise beschleunigte die IPC den Beginn der ischdmischen Kon-
traktur bei einer postischdmisch verbesserten Funktion (140). Die Arbeitsgruppe um Asima-
kis publizierte dhnliche Annahmen, indem sie zeigten, dass der intraventrikuldre-endisché-
mische Druck in den IPC-Herzen im Vergleich zur Con-Gruppe héher war (141). Kolocas-
sides et al. publizierten, dass obgleich der Intensivierung der ischdmischen Kontraktur eine
Priakonditionierung die postischdmische kontraktile Erholung schiitzte. Sie stellten in der
Folge den pradiktiven Wert des KontrakturausmaBes als Index fiir den Ischdmieschaden in

Frage (130).

In der Literatur gibt es zum einen Publikationen, welche eine Verbindung zwischen der Hohe
der ischamischen Kontraktur und einem spiteren myokardialen Schaden sehen. Auf der an-
deren Seite wird in weiteren Abhandlungen auch eine Divergenz zwischen Kontrakturhdhe
und myokardialem Schaden illustriert. Im Rahmen dieser Arbeit war kein signifikanter Zu-
sammenhang nachweisbar. Im Gegensatz zu Publikationen, welche eine Verbindung oder
Divergenz zwischen Kontraktur und myokardialem Schaden sahen, waren in den Untersu-
chungen dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede nachweisbar. Sowohl zwischen den
Kontroll- und Interventionsgruppen als auch unter den Interventionsgruppen an sich waren
keine signifikanten Differenzen erkennbar. Lediglich eine leichte Progredienz der Kontrak-
turhohe war zwischen der Con-Gruppe und der Eipc3-Gruppe feststellbar. Diese war jedoch
nicht signifikant. Der Zeitpunkt der Kontraktur war bei allen Versuchsgruppen dhnlich. So-
mit lieB sich auch in dieser experimentellen Untersuchung der Umstand bestétigen, dass der
pradiktive Wert der ischdmischen Kontraktur fiir die Betrachtung der Ergebnisse dieser Ar-

beit zu vernachléssigen war.
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4.3.4 Korpergewichte der Versuchstiere und Herznassgewichte

Ergédnzend zu den bereits diskutierten und im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Werte (In-
farktgrofe, hdmodynamische Daten und ischdmischen Kontraktur) wurden das Korperge-
wicht der Versuchstiere vor dem Versuch, sowie das Herznassgewicht im Anschluss an den
Versuch ermittelt. Bei beiden untersuchten Parametern ergaben sich zwischen den vier
Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Bei vergleichbaren Korpergewichten der Ver-
suchstiere wurden somit im Rahmen dieses Experimentes gleiche Ausgangsvoraussetzungen
geschaffen. Ferner gilt bei dhnlichem Herznassgewicht, dass eine Konstanz bei den erzeug-
ten Herzscheiben fiir die planimetrische Auswertung gewdhrleistet war und so die Visuali-
sierung der gleichen Strukturen ermdglicht wurde. Auch unter diesem Gesichtspunkt sorgte

die Homogenitit fiir eine Vergleichbarkeit wihrend der Auswertung.

4.4 Untersuchung des kardioprotektiven Einflusses des Effluats

4.4.1 Stimulation durch die ischimischen Prikonditionierung

Bei dem fiir dieses Experiment verwendeten IPC-Versuchsprotokoll handelt es sich um ein
sowohl in dieser Arbeitsgruppe (142, 143) als auch in der Wissenschaft (144, 145) verbrei-
tetes und somit vergleichbares IPC-Versuchsprotokoll. Jedoch bleibt das Protokoll mit der
starksten moglichen kardioprotektiven Wirkung weiterhin unbekannt, da bis heute kein all-
gemeingiiltiges und standardisiertes Protokoll etabliert wurde, welches die genaue Anzahl
und Lénge der Ischdmie-Reperfusionszyklen vorgibt (146). Wever et al. sahen in Ver-
suchsabldufen mit 2-3 Zyklen einer 4-5-miniitigen Ischédmie das optimale Protokoll, welches
die bestmogliche Protektion vermittelte (147). Es existieren verschiedene IPC-Protokolle
mit einer sehr unterschiedlichen Anzahl und Lange der Ischdmie-Reperfusionszyklen. Ein
»traditionelles IPC-Protokoll* (148) besteht zumeist aus drei bis vier 5-miniitiger Ischa-
miezyklen mit anschlieBender 5-miniitiger Reperfusion (143, 144, 148). Trotzdem kann so-
wohl die Anzahl der IPC-Zyklen zwischen einem und acht variieren (145, 149-151), als auch
die Liange der prikonditionierenden Ischdmien zwischen einer und zehn Minuten wechseln

(142, 152).

Im Vergleich zur IPC konnte in der RIPC gezeigt werden, dass zur signifikanten Infarktgro-
Benreduktion mindestens vier, besser jedoch sechs Zyklen notwendig waren (150). Bereits

eine 2-miniitige Ischdmie bewirkte im Rahmen der RIPC eine signifikante
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InfarktgroBenreduktion, welche die gleiche Protektion erzielt wie eine 5-miniitige Ischdmie-
phase. Eine weitere Verldngerung auf insgesamt zehn Minuten fiihrte zu einem Verlust der

Protektion im Vergleich zu der Kontrollgruppe (150).

Rossello et al. untersuchten die Auswirkungen einer Globalischdmie von 25, 35 oder 45
Minuten auf die InfarktgroBe bei IPC-Herzen (vier Zyklen mit je fiinf Minuten Ischdmie und
fiinf Minuten Reperfusion) mit anschlieBend 180 Minuten Reperfusion. Lediglich in den
Gruppen nach 25 und 45 Minuten dauernder Globalischimie war ein signifikanter Unter-

schied zwischen der Kontroll- und der IPC-Gruppe zu verzeichnen (153).

Fernerhin kontrovers debattiert wurde die notwendige Reperfusionsdauer. Neben dieser
wurde ein Zusammenhang mit der vorangegangenen Zeit der Ischdamie diskutiert. In der vor-
liegenden Arbeit wurde eine Ischimiezeit von 33 Minuten mit einer folgenden 60-miniitigen
Reperfusion gewihlt. Redel et al. zeigten, dass die Infarktgrole sowohl von der Ischdmie-
als auch von der Reperfusionsdauer abhéngt. Insbesondere bei einer Ischimiezeit von weni-
ger als einer Stunde war die Infarktgrofe nicht nur von der Ischdmiezeit selber, sondern auch
in bedeutendem Maf3e von der Reperfusionszeit bestimmt (154). Dariiber hinaus publizierten
Rossello et al., dass prolongierte Reperfusionsphasen zu einer Zunahme des Infarktareals
fithren. Die Dauer ihrer maximalen Reperfusionszeit belief sich auf 180 Minuten, welche
Rossello et al. jedoch noch nicht als das erreichbare Maximum ansahen, da sich kein Plateau
der InfarktgroBe einstellte und sie somit annahmen, dass tiber die 180 Minuten hinaus eine
weitere GroBenzunahme moglich ist (153). Auf der anderen Seite wurde eine Reperfusions-
dauer von 60 Minuten nicht nur als notwendig, sondern auch als ausreichend bewertet um
Riickschliisse auf funktionelle Unterschiede und die Nekrosegrof3e ziehen zu konnen (155).
In der vorliegenden Arbeit standen nicht die absoluten Infarktgroen im Vordergrund, son-
dern die relative Reduktion des Nekroseareals wurde untersucht. Aus diesem Grund lieB3 sich
die, im Vergleich zu den vorgenannten Publikationen, kurze Reperfusionsphase durchaus
rechtfertigen und war fiir das vorliegende Experiment sowie die Beantwortung der Frage-

stellung angemessen.

4.4.2 Transfer der Kardioprotektion mittels koronarem Effluat

Die Kardioprotektion mittels IPC wurde 1986 durch Murry et al. vorgestellt (33). Bei der
IPC stellte das Herz sowohl Interventions- als auch im Verlauf das Zielorgan dar. Im Rah-
men der RIPC wurden die Orte von Intervention und Wirkung voneinander getrennt, befan-

den sich jedoch weiterhin in einem Organismus (37). Beim Transfer von Plasma von RIPC-
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Tieren wurde das Plasma den Organismus des Donor-Tieres entnommen, um im Akzeptor-
Tier zu wirken. Sowohl bei der RIPC als auch beim RIPC-Plasma-Transfer wirkten jedoch
Mediatoren aus unterschiedlichen Gewebestrukturen (156) auf die Kardiomyozyten ein. Aus
diesem Grund wurde von Dickson et al. (63, 64) eine Methode im Sinne eines ,,Ein-Organ-
Transfer-der-Kardioprotektion® (156) etabliert. Mittels gepooltem IPC-Effluat der isoliert-
perfundierten Donor-Herzen konnten sie erstmals die kardioprotektive Wirkung auf isoliert-
perfundierte Akzeptor-Herzen iibertragen (64). Im Rahmen dieser Studie wurde die Kardi-
oprotektion mithilfe von Effluat vermittelt, welches nach drei IPC-Zyklen von je fiinf Mi-
nuten wéhrend der sich anschlieBenden 10-miniitigen Reperfusionsphasen gesammelt und
iiber 30 Minuten den Akzeptor-Herzen vor der 40-miniitigen Ischdmie transfundiert wurde.
In nachfolgenden Studien wurde ebenfalls gepooltes Effluat, welches nach einer 5-miniiti-
gen Ischidmie in der darauffolgenden 5-miniitigen Reperfusion gesammelt wurde, appliziert
(65, 66, 68, 69). Diese Applikation geschah entweder iiber eine Zeit von 10 (66) oder 15
Minuten (65, 69), oder es wurde ein festes Volumen von 150 ml transfundiert (68). Zwischen
den genannten Versuchsprotokollen bestanden viele Ahnlichkeiten, u.a. in der Applikations-
form. Allerdings unterschieden sich diese markant von dem Versuchsaufbau, welcher dieser
Arbeit zugrunde lag, denn dort wurde immer gepooltes, d.h. {iber alle Reperfusionszyklen
gesammeltes und gemischtes, Effluat verwendet. Somit war mittels dieser Versuche keine
Differenzierung der Wirkung in Abhéngigkeit der Anzahl der durchlaufenen Ischimie-Re-
perfusionsphasen moglich. Die vorliegende Studie ermdglicht die isolierte Betrachtung der

kardioprotektiven Wirkung der Effluate jedes einzelnen Reperfusionszyklus.

4.5 Limitationen der Arbeit

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind rein deskriptiv. Zur Durchfithrung der vorlie-
genden Studie wurden insgesamt 20 junge, ménnliche und gesunde Wistar-Ratten verwen-
det. Eine direkte Ubertragung auf ein groBes, menschliches Kollektiv ist somit nicht mog-
lich. Einen unmittelbaren Gewinn durch kardioprotektive Eigenschaften aus koronarem
Effluat wird es im spdteren klinischen Alltag aufgrund der nicht vergleichbaren Kollektive
wahrscheinlich nicht geben. Vielmehr werden jene vermehrt lebensélter, nicht ausschlief3-
lich ménnlichen Geschlechts sein und dariiber hinaus noch Komorbidititen mit entsprechen-
den Medikationen aufweisen. Uberdies unterscheidet sich der menschliche Organismus
durch verschiedenartige (patho-) physiologische Mechanismen von den Versuchstieren. Je-

doch wurden in dieser Arbeit junge, madnnliche und gesunde Tiere eingesetzt, um mogliche
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Storfaktoren auszuschlieBen und eine Vergleichbarkeit mit vorherigen Studien zu erreichen.
Da die Daten dieser Arbeit in-vitro mithilfe der Langendorff-Anlage am isoliert-perfundier-
ten Herzen erhoben wurden, sind die Ergebnisse durch den fehlenden systemischen Einfluss

des Gesamtorganismus limitiert.

AuBlerdem fokussierte sich diese Arbeit auf die Darstellung eines potentiellen Unterschiedes
in Bezug auf die Kardioprotektion des koronaren Effluats nach einer variablen Anzahl an
IPC-Zyklen. Eine Untersuchung der Zusammensetzung und der angestoflenen Mechanismen
in Abhéingigkeit der durchlaufenen IPC-Zyklen fand nicht statt. Die Limitationen sind dem-

nach mit der zuvor skizzierten Schwerpunktsetzung dieser Arbeit zu erkléren.
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S5 Schlussfolgerung und Kklinischer Ausblick

In den vergangenen Jahren gab es zahlreiche Studien, welche die Bedeutung von koronarem
Effluat unter dem Aspekt der Protektion vor einem myokardialen Ischdmie-Reperfusions-
schaden demonstrierten und auch die Eigenschaften der hierfiir verantwortlichen humoralen
Faktoren eingrenzten. Im Rahmen dieser Studien wurde jedoch ausschlieBlich gepooltes
Effluat mehrerer Reperfusionszyklen verwendet. Mithilfe der Ergebnisse dieser Arbeit wird
présentiert, dass durch einen einzigen fiinfminiitigen IPC-Zyklus eine ausreichende Menge
der kardioprotektiv wirkenden, humoralern Faktoren ausgeschiittet wird. Diese bewirken an-
schlieBend eine InfarktgroBenreduktion in den Herzen ménnlicher Ratten. Es zeigt sich keine
Amplifizierung der kardioprotektiven Wirkung des Effluats mit einer Verstirkung der In-

farktgrofenreduktion durch weitere IPC-Stimuli.

Unbeachtet blieben in dieser Arbeit die Zusammensetzung der verwendeten Effluate. Eine
sich im Verlauf des Versuchs entwickelte veridnderte Effluatzusammensetzung basierend auf
dynamisch induzierten metabolischen Prozessen konnte so nicht entdeckt werden. Verschie-
dene humorale Faktoren, freigesetzt nach einer unterschiedlichen Anzahl an IPC-Zyklen,
konnen in ihrer Kombination eine vergleichbare InfarktgroBenreduktion bewirken. Hier
zeichnet sich ein Desiderat flir weitere Untersuchungen des Plasmas heraus, beispielsweise
besteht die Moglichkeit mittels Plasmaproteasom-Analysen einzelne Inhaltsstoffe bzw. hu-

morale Faktoren in Qualitdt, Quantitdt und zeitlichem Verlauf detailliert aufzuschliisseln.

Mithilfe dieser Erkenntnisse wére es in Zusammenschau mit den bereits publizierten Unter-
suchungen moglich, in Hinsicht auf die Zusammensetzung von IPC-Effluaten und RIPC-
Plasmen weitere Riickschliisse auf die zeitliche Dynamik und die biochemischen Prozesse
zu gewinnen. Die Kenntnis dieser Schliisselstellen in der Wirkweise der humoralen Faktoren
konnte eine Vergleichbarkeit zwischen dem tierischen und dem menschlichen Modell und

einen Transfer von einem in-vitro- zu einem in-vivo-Versuch ermdglichen.

Bei einer Identifizierung der wirksamen Substanzen wire in der Folge auch eine Syntheti-
sierung unter laborchemischen und pharmakologischen Bedingungen denkbar und eine an-
schlieBende klinische Nutzbarkeit realisierbar. Eine Anwendung von einem oder mehreren
Medikamenten, basierend auf den humoralen Faktoren, priaventiv zur Risikominimierung,
praischdmisch als Primédrprophylaxe bei elektiven Eingriffen oder postischdmisch nach ei-

nem Infarktereignis im Rahmen der Sekundirprophylaxe ist vorstellbar. Um dies zu

55



verwirklichen, ist sowohl eine Kenntnis iiber die Dosierung als auch die Konservierung der

Substanzen eine Grundvoraussetzung.

Dariiber hinaus kann das gewihlte Anésthesieverfahren genauso Einfluss auf die Infarktgro-
Benreduktion nehmen. Im Rahmen von IPC- und RIPC-Versuchen konnte bereits demons-
triert werden, dass Narkotika, wie beispielsweise Propofol, den kardioprotektiven Effekt re-
duzieren oder gar eliminieren konnen. Zukiinftige Untersuchungen des Transfers der durch
humorale Faktoren vermittelten Kardioprotektion miissen auch den Einfluss des verwende-
ten Andsthesieregimes mitberiicksichtigen und in vergleichender Weise gegeniiberstellen.
Ein perioperativer Einsatz von kardioprotektiven Medikamenten, basierend auf humoralen
Faktoren, im Rahmen der Kardiologie oder Kardiochirurgie bedarf einer Untersuchung der

Wechselwirkung dieser Medikamente mit standardmifig eingesetzten Narkotika.

In vorangegangenen Publikationen wurden bereits die kardioprotektiven Mechanismen der
ischdmischen (Fern-) Pridkonditionierung unter der Einwirkung von Storfaktoren (wie zum
Beispiel Alter, Geschlecht, Atherosklerose, Diabetes oder Hyperlipoproteindmie) unter-
sucht. Diese Storfaktoren konnen ebenfalls eine Reduktion bis hin zu einem Verlust des kar-
dioprotektiven Effekts bewirken. Auch die kardioprotektive Wirksamkeit von Koro-
nareffluat durch humorale Faktoren sollte in weiteren Studien unter diesen Gesichtspunkten

begutachtet werden.

Schlussendlich sollen die Ergebnisse dieser Arbeit dazu dienen, weitere Erkenntnisse iiber
den zeitlichen Verlauf der Ausschiittung von kardioprotektiven Substanzen in das IPC-
Effluat zu gewinnen. In der Gesamtschau mit den bereits bestehenden Publikationen hin-
sichtlich der Effluatzusammensetzung wire es moglich, IPC-Protokolle unter dem Aspekt
ihrer Kardioprotektion zu optimieren. In ferner Zukunft wire eine Ubertragung von Erkennt-
nissen vom Labor in die Kliniken das grof3e Ziel. Schlussendlich bedeutet eine Verringerung
der Infarktgréen sowohl im Tiermodell als auch im Menschen eine Reduktion von Morbi-
ditit und Mortalitit kardiovaskulirer Erkrankungen. Dies hat dann eine erhohte Uberlebens-

wahrscheinlichkeit der Betroffenen zur Folge.
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