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Einleitung

Hintergrund

Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursachen nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHQO) ungefahr ein Drittel aller Todesfalle und stellen
somit die haufigste Todesursache in der westlichen Welt dar [1]. Im Jahr 2005
entsprach das weltweit rund 17,5 Millionen Todesfallen. Hierbei ist die Tendenz
steigend, nach Schatzungen der WHO werden im Jahr 2015 rund 20 Millionen
Menschen pro Jahr an den Folgen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen versterben [1].
Als wesentliche Ursache hierfur gelten die Hauptrisikofaktoren Adipositas, Diabetes
mellitus, Bewegungsmangel, Hypercholesterinamie und Tabakkonsum. Diese
Risikofaktoren tragen - in Zusammenwirkung mit einer genetischen Pradisposition -
wesentlich zur Manifestation von Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei. Unter den Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, zu denen unter anderem auch die arterielle Hypertonie,
Arteriosklerose, zerebrovaskulare Insuffizienz und arterielle Verschlusskrankheit
gezahlt werden, stellt die koronare Herzkrankheit (KHK) und der aus ihr resultierende
Herzinfarkt die haufigste Todesursache dar. Allein in der Bundesrepublik
Deutschland ereigneten sich nach Hochrechnungen des Herzinfarktregisters
Augsburg im Jahre 2003 ca. 295.000 Herzinfarkte, die fur etwa 171.000 Todesfalle
verantwortlich waren [2].

Die Therapie einer akuten Myokardischamie verfolgt das Ziel der
schnellstmoglichen Reperfusion des ischamischen Gewebes, um das Ausmal einer
konsekutiven Myokardnekrose zu begrenzen. Therapeutische Optionen umfassen
pharmakologische (Lysetherapie), interventionelle (perkutane transluminale Koronar-

Angioplastie), sowie chirurgische (Bypass-Operation) Ma3nahmen.
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Wahrend eine zugige Reperfusion unerlasslich ist um den Zellschaden zu
begrenzen und Funktionalitat des Myokards zu erhalten, kommt es paradoxerweise
wahrend der Reperfusion zu einer zusatzlichen Schadigung des Myokards, die in
Intensitat und Ausmaly der akuten Ischamie vergleichbar ist. Dieses als
Reperfusionsschaden (reperfusion injury) bekannte Phanomen ist Ergebnis einer
Reihe  verschiedener = Mechanismen. Eine der Ursachen fur den
Reperfusionsschaden ist eine Hyperkontraktur der Herzmuskelzellen, welche auf
dem Boden einer intrazellularen Calciumakkumulation im Rahmen der Ischamie
entsteht [3-5]. Progrediente Hyperkontrakturen sind unmittelbar nach Beginn der
Reperfusion sowohl in vitro an isolierten Kardiomyozyten [6], als auch in vivo
nachweisbar [7]. Die Hyperkontraktur fuhrt zu Schadigungen des Zytoskeletts und
Ruptur des Sarkolemms. Hyperkontrakturen einzelner Kardiomyozyten im
Gewebsverband bleiben nicht auf die primar betroffene Zelle beschrankt, sondern
breiten sich auch auf benachbarten Zellen im Myokard aus [8]. Zusatzlich kommt es
zu einer mitochondrialen Funktionsstorung infolge Offnung mitochondrialer
Permeabilitats-Transitions-Poren. Dies fuhrt zu einer Storung der mitochondrialen
Energieproduktion, gekennzeichnet durch mangelnde ATP-Produktion, anaeroben
Stoffwechsel und letztendlich Zellnekrose [9-11]. Unter der anaeroben
Stoffwechsellage entstehen im Kardiomyozten freie Sauerstoffradikale, wie z.B.
Superoxid-, Wasserstoffperoxid- oder Hydroxyl- Radikale. Hierdurch kommt es zu
einer Schadigung der Zellmembranen durch vermehrte Lipidperoxidation, was zu
einer Aggravation des initialen Schadens fuhrt. Neben diesen direkten
zellschadigenden  Wirkungen  fuhren  die  Sauerstoffradikale zu  einer
inflammatorischen Reaktion mit Aktivierung von polymorphkernigen neutrophilen

Granulozyten (PMN) und Expression von Adhasionsmolekulen. Die Folge ist eine



http://de.wikipedia.org/wiki/Adh%C3%A4sionsmolek%C3%BCl
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verstarkte Bindung der Granulozyten an das Endothel und Migration in das
umliegende Gewebe [4].

Diese PMN-Infiltration spielt eine Schlusselrolle in der Pathogenese des
Reperfusionsschadens, da die aktivierten neutrophilen Granulozyten wiederum
ihrerseits Sauerstoffradikale, weitere Mediatoren wie plattchenaktivierenden Faktor
(PAF) und Leukotriene freisetzen. Hierdurch entsteht ein circulus vitiosus, der ein
weiteres Fortschreiten des Zell- und Organschadens bewirkt [4].

Klinisches Korrelat des Reperfusionsschadens ist einerseits ein myokardialer
Gewebsverlust (Myokardnekrose) [12], zum Anderen das vermehrte Auftreten von
Arrhythmien (z. B. Kammerflimmern) [13]. Hinzu kommt das Entstehen einer
reversiblen kontraktilen Dysfunktion durch vitales aber nicht funktionelles Gewebe,
welches als ,Stunning” bezeichnet wird [14]. Aufgrund dieser schweren potentiell
letalen Folgen einer Myokardischamie besteht ein besonderes klinisches und
wissenschaftliches Interesse, die Intensitat des Ischamie-Reperfusions-Schadens zu
begrenzen. Murry und Mitarbeiter beschrieben im Jahre 1986 erstmals, dass
wiederholte kurze Phasen myokardialer Ischamie und Reperfusion das Myokard vor
einer nachfolgenden langer andauernden Ischamie schiutzen [15]. Dieses als
ischamische Prakonditionierung (,ischaemic preconditioning", IPC) bekannte
Phanomen bewirkt eine Verminderung des Infarktareals, eine Abnahme der
postischamischen kontraktilen Dysfunktion und ein vermindertes Auftreten
postischamischer Herzrhythmusstorungen [16-18]. Hierbei werden 2 Phasen der
Protektion unterschieden [15]:

Die erste Phase zeigt sich unmittelbar nach erfolgter Ischamie und schutzt das

Herz fur ca. 1 bis 3 Stunden vor erneuten Ischamien. Diese Phase wird auch als
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,Klassische  Prakonditionierung® oder ,fruhe Prakonditionierung" (,early
preconditioning“, EPC) bezeichnet [15].

Im Gegensatz hierzu kommt es bei der sogenannten ,spaten
Prakonditionierung® (,/ate preconditioning“, LPC) ca. 12-24 Stunden nach initialer IPC
zu einer erneuten, bis zu 4 Tagen anhaltenden, Protektion des Myokards [15].

Neben kurzen ischamischen Phasen sind mittlerweile eine Reihe
verschiedener Trigger bekannt, die eine myokardiale Prakonditionierung bewirken
konnen. Wie im folgenden Abschnitt naher ausgefuhrt, setzen diese Trigger
intrazellulare Signalkaskaden in Gang und induzieren eine de-novo-Synthese
verschiedener Proteine, die ihrerseits durch Modulation bestimmter End-Effektoren
eine Myokardprotektion bewirken.

Die Trigger der Prakonditionierung konnen in physikalische (z.B. Hitze oder
Dehnung) und biochemisch-pharmakologische Signale unterteilt werden.
Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass eine pharmakologische Aktivierung
von Opioid- [19], adrenergen- [20, 21], muskarinischen- [22], Adenosin- [23] sowie
Bradykininrezeptoren [24] zu einer Prakonditionierung am Herzen fuhrt. Die
entsprechenden Mediatoren Adenosin, Bradykinin, Opioide und Prostaglandine
werden auch wahrend kurzer Episoden von Ischamie und Reperfusion freigesetzt
und spielen eine wesentliche Rolle bei der durch IPC vermittelten Kardioprotektion.
Fur verschiedene andere Substanzen, wie z.B. Inhalationsanasthetika [25-27],
wurden prakonditionierende Effekte ebenfalls diskutiert, was heute als
»-pharmakologische Prakonditionierung“ bezeichnet wird.

Die verschiedenen Trigger bewirken eine Aktivierung unterschiedlicher
Proteinkinasen. Eine durch G-Protein vermittelte Stimulierung von Phospholipasen

bewirkt eine Spaltung von Inositol-haltigen Membranphospholipiden unter
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Entstehung von Diacylglycerol, welches die Proteinkinase C aktiviert.
Stickstoffmonoxid (NO) stimuliert Uber die Aktivierung der Guanylatzyklase und die
Bildung von cGMP die Proteinkinase G.

Die Proteinkinase A wird durch ischamische Prakonditionierung sowie nach
Stimulation B-adrenerger Rezeptoren vermehrt exprimiert. Proteintyrosinkinasen
werden parallel oder sequenziell zur Proteinkinase C aktiviert. Schliellich werden
zwei Gruppen der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen, namlich p38 und ERK1/2,
exprimiert.  Letztendlich fuhrt die Aktivierung der Proteinkinasen und
nachgeschalteter Signaltransduktionswege zu einer Modulation verschiedener End-
Effektoren. So kommt es z.B. durch Phophorylierung und damit Inhibierung der
mitochondrialen Glykogen-Synthase-Kinase-38 (GSKB 3) zu einer verminderten
Bildung mitochondrialer Permeabilitats-Transitions-Poren [29]. Diese grof3lumigen
Poren erlauben den Einstrom von lonen und Wasser, wodurch ein Kollaps des
Memranpotentials verursacht wird, die mitochondriale Energiebereitstellung
behindert wird und es zu einer massiven Schwellung der Mitochondrien mit
Zerreilung der Mitochondrienmembran kommt. In analoger Weise fuhrt die
Prakonditionierung auch zu einer verminderten Schwellung des gesamten
Kardiomyozyten [30] und zu einer gesteigerten Stabilitdt des Zytoskeletts [31].
Schlussendlich wird Phospholamban unter Aktivierung der Proteinkinase C
phosphoryliert und verringert dadurch dessen intrinsische Hemmung der
sarkoplasmatischen Calciumaufnahme [32]. Eine verbesserte Aufnahme von
Calcium in das sarkoplasmatische Retikulum wiederum kann die exzessiven und
unkoordinierten Kontraktionen der Myofibrillen wahrend der Reperfusionsphase

verringern. Die genauen Mechanismen der Prakonditionierung sind allerdings noch
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weitgehend unbekannt, sodass weitere Forschungsarbeit zum Verstandnis der
komplexen Zusammenhange notig ist.

Zusatzlich zur Aktivierung des Proteinkinase-Programms spielt bei der
Signalvermittiung der spaten Prakonditionierung auch die Aktivierung eines
Transkriptions-Programms eine zentrale Rolle, das letztendlich in einer veranderten
Proteinexpression resultiert.

Zu den vermehrt exprimierten Proteinen gehort die induzierbare NO-Synthase.
Dieses Enzym bildet NO am Endothel, das wiederum auch als Mediator wirksam wird
[33]. Des Weiteren werden auch die Cyclooxygenase 2, die Hamoxygenase 1 und
die Mangan-abhangige Superperoxiddismutase, die freie Sauerstoffradikale
detoxifiziert, vermehrt exprimiert. An der Detoxifikation freier Sauerstoffradikale ist
auch eine vermehrte Expression der Aldose-Reduktase beteiligt.

Obwohl der Schutz durch LPC im Allgemeinen geringer ausgepragt ist als der
durch EPC, sind die zugrundeliegenden Mechanismen und deren pharmakologische
Induktion ein attraktives Forschungsgebiet, da der Schutz langer anhalt. Besonders
klinisch interessant ist dieses Prinzip der Prakonditionierung vor allem bei Patienten,
bei denen bereits vorher absehbar ist dass sie eine Myokardischamie erleiden
werden, wie z.B. vor aortokoronarer Bypass-Operation oder perkutaner
Katheterintervention an den Koronarien [34]. Da beim Menschen eine vorherige
ischamische Prakonditionierung in der Regel nicht praktikabel ist, liegt ein Focus der
Forschungsaktivitat darauf, die Prakonditionierung medikamentos herbeizufuhren. Es
gibt deutliche Hinweise dafur dass Zellwandbestandteile von Bakterien eine
pharmakologisch induzierte Prakonditionierung des Herzens bewirken konnen [35-

37].
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Bakterielle Toxine sind als Induktoren inflammatorischer Prozesse bekannt
[38]. Wahrend Exotoxine durch einen aktiven Prozess von pathogenen Keimen
gebildet und nach aul’en abgegeben werden, werden bakterielle Zellwandtoxine
passiv beim Absterben der Bakterien freigesetzt (z.B. wahrend antibiotischer
Behandlung) [39]. Gram-negative Bakterien enthalten Lipopolysaccharid (LPS, s.
Abb.1, auch Endotoxin genannt) als Zellwandtoxin. Bei Gram-positiven Bakterien
besteht die Zellwand aus Peptidoglykan (PepG) und Lipoteichonsaure (LTA, s.

Abb.1).
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Abbildung 1: chemische Struktur von LTA und LPS, nach Warshakoon HJ [28]

Sowohl LPS als auch LTA werden im Organismus von speziellen Rezeptoren,
,10ll-like Rezeptoren" (TLR), auf diversen Zellen des

den sogenannten
Immunsystems erkannt und entfalten somit ihre spezifischen Wirkungen. TLRs sind
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Teil der angeborenen Immunabwehr und spielen bei der Erkennung und Bindung
fremder Organismen eine wichtige Rolle [40]. Diese Rezeptoren wurden 1997
erstmals im Menschen beschrieben [41]. Heute sind bereits 13 verschiedene
Rezeptortypen beim Menschen identifiziert. Sie bestehen aus einer extrazellularen
leukin-reichen Region, einer transmembranalen Region und einem intrazellularen
Bereich, der dem des Interleukin 1 (IL-1) Rezeptors ahnlich ist. TLR werden nahezu
ubiquitar exprimiert, wobei sie jedoch auf Monozyten die hochsten Expressionsraten
zeigen. Nach der Aktivierung der TLRs kommt es zur Rekrutierung von
Adaptormolekilen und zur Produktion proinflammatorischer Zytokine [42].

Gelangt LPS in das Blut wird es zunachst uUber das Serumprotein
Lipopolysaccharid-bindendes-Protein  (LBP) gebunden. Das nun im Serum
transportierte LPS bindet an den Membranrezeptor CD14 (cluster of differentiation),
welcher sich in erster Linie auf der Oberflache von Monozyten befindet. Dieser
Komplex geht schliellich eine Verbindung mit TLR4 in Anwesenheit von MD2 ein
und kann, Uber eine intrazellulare Reaktionskaskade, welche die Freisetzung von
Tumor Nekrose Faktor a (TNF- a) und Interleukin-1-Beta (IL-1B) induziert [43],
hervorrufen. Hieraus resultiert eine systemische inflammatorische Antwort mit
gesteigerter B-Zellproliferation, einer vermehrten Produktion von Akut-Phase
Proteinen sowie der Sekretion diverser Zytokine in Makrophagen und Monozyten.

LTA wirkt auf Saugetierzellen Uber den TLR2- Rezeptor [44]. Fur die Bindung
sind ebenfalls CD14 sowie LBP von Bedeutung [45]. Nach einer intrazellularen
Signalkaskade mit Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB resultiert die direkte
Aktivierung von Makrophagen und Monozyten, die TLR2 auf der Zelloberflache
exprimieren, als auch eine parakrine Aktivierung von Entzandungszellen durch die

Produktion von Zytokinen aus Endothelzellen und Kardiomyozyten [46]. Hierzu
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gehoren IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12. LTA ist auch in der Lage, B-
Zelllinien zur Proliferation anzuregen. Zudem hemmt LTA kompetitiv die Bindung des
IL-2 an den IL-2 Rezeptor auf T-Zellen wund wirkt dadurch einer
Proliferationssteigerung der T-Zelllinie entgegen.

Es ist durch eine Reihe von Studien bekannt, dass LPS sowohl in vivo [35] als
auch ex vivo [36, 37, 48] eine pharmakologische Prakonditionierung des Myokards
vermitteln kann. Eine kardioprotektive Wirkung von LTA konnte hingegen bislang nur
anhand weniger Studien demonstriert werden. Zacharowski et al [36] zeigten an der
Ratte in vivo dass die Vorbehandlung mit LTA 8-24 Stunden vor lokaler myokardialer
Ischamie und Reperfusion eine Infarktreduktion um annahernd 65%, sowie eine
Reduktion der kardialen Troponin T-Konzentration herbeifuhrt. Die histologischen
Zeichen eines Zellschadens konnten ebenfalls reduziert werden.

Es konnte des Weiteren demonstriert werden, dass die Expression von
Adhasionsmolekulen reduziert wurde, und dass es zur Abnahme der Zahl an PMNs
im ischamischen Areal kam. Ma et al [49] konnten am Modell des isolierten
Rattenherzens zeigen, dass LTA, wenn es 24 Stunden vor globaler myokardialer
Ischamie verabreicht wird, eine Besserung der Hamodynamik sowie eine Reduktion
der Konzentration des Herzenzyms CK-MB und der Lactatdehydrogenase (LDH)
bewirkt. Es konnte ebenfalls eine Erhdhung der NO-Konzentration gezeigt werden,
sodass vermutet wird, dass diese endogene Substanz an der durch LTA vermittelten
Kardioprotektion beteiligt sein kdnnte. In einer weiteren Studie [50] wurde gezeigt,
dass LTA eine Reduktion des Zelluntergangs an kultivierten humanen

koronararteriellen endothelialen Zellen herbeiflhrt.

10
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Fragestellung

Ziel dieser Dissertation war es zu untersuchen, ob die pharmakologische
Prakonditionierung mit LTA und LPS auch ex vivo zu einer Reduktion der
InfarktgroRe nach Ischamie und Reperfusion fuhren, sowie Ruckschlisse auf die
involvierten Mechanismen zu ziehen. Da die Infiltration von neutrophilen
Granulozyten eine  wesentliche Rolle in der Pathophysiologie des
Reperfusionsschadens spielt, sollte untersucht werden, ob die Kardioprotektion
durch LTA und LPS auch im leukozytenfreien System, d.h. in Abwesenheit zellularer
oder humoraler Komponenten aus dem Vollblut-System, am isoliert perfundierten
Rattenherzen auftritt. Die durch LTA- und LPS- Injektion zu erwartende
inflammatorische Reaktion von Endothelzellen und Kardiomyozyten wurde in einigen
Gruppen durch eine Behandlung mit dem Glukokortikoid Dexamethason supprimiert,
um zu untersuchen, ob die Modulation pro-inflammatorischer Signale fur die
Kardioprotektion verantwortlich ist. Des Weiteren sollte das durch LTA und LPS
vermittelte Ausmaly der Kardioprotektion miteinander verglichen werden, und der
Zeitverlauf der pharmakologischen Prakonditionierung in Bezug auf den Zeitpunkt

der Applikation der Substanzen ermittelt werden.

11
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Versuchstiere, Materialien und Methoden

Langendorff-Modell

Der deutsche Physiologe Dr. Oscar Langendorff (1853-1908) fuhrte bereits
1895 Versuche an isolierten, retrograd perfundierten Herzen durch. Zunachst
handelte es sich hierbei um Bemuhungen die Herztatigkeit von kaltblutigen Tieren,
wie z.B. die des Frosches zu registrieren. So gelang es bereits damals, die
Herzaktionen des isolierten, perfundierten Froschherzens mit Hilfe eines so
genannten Fuhlhebels graphisch darzustellen, und zwischen Systole und Diastole zu
unterscheiden. Langendorff studierte spater auch die Funktionsweise von isolierten
Herzen warmblutiger Tiere, wie z.B. des Kaninchens. Seine Erkenntnisse am
aullerhalb des Korpers schlagenden Herzen haben das heutige Wissen uber die
Funktion des gesunden und erkrankten Herzens maf3geblich gepragt. So ist es nicht
verwunderlich, dass auch heute noch, nach mehr als einhundert Jahren, das von ihm
entwickelte Modell in der Grundlagenforschung Verwendung findet. Das Modell ist
gut standardisierbar und liefert folglich reproduzierbare Ergebnisse. Versuche mit
Rattenherzen sind hierbei am Besten charakterisiert [51-54]. Die Koronarien der
praparierten Herzen werden retrograd uber die Aorta mit oxygenierter Pufferlosung
perfundiert. Dabei werden schlagende Herzen ohne die neurohormonale Regulation
des Organismus untersucht [55]. Das verwendete Perfusat (Krebs Henseleit Puffer)
ist in Elektrolytzusammensetzung, Temperatur, pH-Wert und Gassattigung so
optimiert, dass die Herzen mehrere Stunden bis Tage ohne groflere
Funktionsbeeintrachtigung schlagen konnen [56]. Durch die Verwendung des
Perfusates wird der Einfluss humoraler und zellularer Faktoren aus dem Vollblut-

System ausgeschaltet.

13
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Ein weiterer Vorteil des Langendorff-Modells ist die relativ einfach
durchzufuhrende Praparation, aullerdem konnen im Anschluss an die
experimentellen Versuche biochemische oder histologische Untersuchungen
durchgefuhrt werden. Das Modell kann somit ein breites Spektrum an
biochemischen, physiologischen, morphologischen und pharmakologischen

Versuchsdaten liefern.

14
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Langendorff-Anlage.

Dargestellt sind die Anlage zur Perfusion des isolierten Herzens sowie die Instrumente zur Registrierung der
himodynamischen Parameter. Das Perfusat wird aus dem Reservoirbehilter von der Rollerpumpe (pump) in die
Oxygenationskammer gefordert. Von hier aus zirkuliert die Losung durch einen Windkessel mit Luftfalle und
gelangt schlielich retrograd iiber die Aorta in das préparierte Rattenherz. Ein Druckwandler (transducer)
ermittelt den Druck mit dem die warme Krebs-Henseleit-Losung die Aorta und somit die Koronarien perfundiert.
Ein weiterer Druckwandler befindet sich im linken Ventrikel und registriert verschiedene hdmodynamische
Parameter. Die Daten der Druckwandler werden mit Charts visualisiert und aufgezeichnet.

Die verschiedenen Komponenten der Langendorff-Anlage (Abb. 3) sind durch
Schlauche miteinander verbunden. Ein Vorratsgefal® (resevoir) mit einem
Fassungsvermogen von 1,5 Litern dient als Reservoir fur die Krebs-Henseleit Losung
(perfusion fluid). Von hier wird die Flussigkeit in den Oxygenator geleitet, wo das
Perfusat mit Carbogen medicinalis (95% Oz, 5% CO,, Linde®, Deutschland) Uber

eine Zuflussleitung durchstromt wird. Das oxygenierte und carbogenierte Perfusat

15
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wird nun kontinuierlich mit warmer Flussigkeit umspult (Warmebad MW6 Julabo®,
Deutschland), sodass es bei Erreichen des Windkessels mit Luftfalle und der
nachgeschalteten Stahlkanile (Abb.4) eine Temperatur von 37°C hat.
An diese Stahlkanule wird die Aorta des zu untersuchenden Herzens ligiert, sodass
das Perfusat dann retrograd Uber die Aorta die Koronarien perfundiert. Angetrieben
wird das gesamte System von einer Rollerpumpe (Minipuls 3 Peristaltic Pump,
ADInstruments; Power Lab Acquisition System®, Grol3britannien), deren
Steuerungsgerat (STH Pump Controler, ADInstruments; Power Lab Acquisition
System®, Grolbritannien) eine Perfusion sowohl mit konstantem koronaren
Perfusionsdruck (CPP), als auch mit konstanter Flussrate ermoglicht. Der CPP wird
Uber einen Druckwandler (Gould Statham Instruments®, USA) (perfusion pressure
transducer in Abb. 3) ermittelt. Ein weiterer baugleicher Druckwandler ist mit einem
Latexballon verbunden, welcher Uber den linken Vorhof in den linken Ventrikel des
Herzens eingefuhrt wird und somit den linksventrikularen Druck (LVP) ermittelt (Abb.
4). Beide Druckwandler sind mit einem PowerLab® System (ADInstruments; Power
Lab Acquisition System®, Grolbritannien) Uber eine elektrische Brucke (Quad
Bridge, ADInstruments; Power Lab Acquisition System®, GroRbritannien) verbunden.
Die ermittelten Messwerte werden mit einem Personal Computer (PC) unter
Verwendung von ,Charts 5 for Windows“ (ADInstruments; Power Lab Acquisition
System®, GroRbritannien) aufgezeichnet und analysiert.

Die  Druckwandler wurden an jedem Versuchstag mit einem
Quecksilbermanometer geeicht. Die Fluss-Rate des Perfusats wurde aus der

Drehzahl der Rollerpumpe ermittelt und ebenfalls vor Versuchsbeginn geeicht.
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Krebs Henseleit (KH) Puffer ist eine Standard-Perfusionslosung fur ex vivo Modelle,
die bereits in zahlreichen Studien [47-51] am isolierten Rattenherzen im Langendorff-
Modell verwendet wurde.

KH setzt sich wie folgt zusammen:

SUBSTANZ KONZENTRATION in mmol/l
NaCl 118,5

KCI 4,7

MgCl, 0,6

NaHPO4 1,2

CaCl, 1,8

Pyruvat 2,0

Glucose 10,1

NaHCO; 25,0

Der pH-Wert der Losung entspricht dem physiologischen Milieu und betragt 7,4.
Die Versuchslosung wurde fur jeden Versuchstag neu angesetzt. 1 Mal pro Woche
wurden 3 Stamml6sungen zubereitet und im Kuhlschrank bei 8 Grad Celsius

aufbewahrt.

17



Dissertation Glnther Oprea

Die StammlOdsungen enthielten folgende Substanzen:

Stamm | NaCl 27749
KCI 14 g
MgCI*6H.0 4,89 ¢g

Ad 2 Liter destilliertes Wasser
Stamm | NaHPO4*H,0 13,26 g

Ad 1 Liter destilliertes Wasser
Stamm Il CaCly*2H0 62,27 g

Ad 1 Liter destilliertes Wasser

Die Versuchslosung bestand aus:
Pyruvat 2,2 g

Glucose 20 g

NaHCO; 21 g

Stamm | 500 ml

Stamm Il 125 ml

Stamm [l 50 ml

Ad 10 Liter destilliertes Wasser
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Versuchsgruppen

65 mannliche Wistar Ratten (250-300 g) bekamen Standardfutter und Wasser
ad libitum. Alle Versuche entsprachen den Anforderungen des Umgangs mit
Versuchstieren und wurden von der Tierversuchskommission der Universitat und des
Regierungsbezirks Dusseldorf genehmigt. Die Versuchstiere wurden in 10 Gruppen
randomisiert (Tab. 1). Allen Versuchstieren wurde vor Versuchsbeginn Heparin
(Heparin-Natrium, Liquemin® N 25.000, Roche®, Deutschland) intraperitoneal
injiziert (500 IE/kgKG; i.p.). 30 Minuten spater wurde eine Narkose mit Pentobarbital
(60 mg/kgKG; i.p.) eingeleitet (Pentobarbital-Losung, Nacoren, Apotheke des
Universitatsklinikums Dusseldorf, Deutschland), nach Einsetzen der
Pentobarbitalnarkose wurden die Versuchstiere durch zervikale Dislokation getotet.
Unmittelbar nach zervikaler Dislokation wurde die Bauchhohle mittels
subdiaphragmaler Querinzision eroffnet. Das Diaphragma wurde durchtrennt und
eine rechts-laterale-Thorakotomie mit Durchtrennung der Rippen durchgefuhrt. Das
Herz wurde vorsichtig nach ventral luxiert, unter Mitnahme der herznahen grof3en
Gefalle und Lungenanteilen exzidiert und in eisgekuhlte Krebs-Henseleit-Losung
ubertragen. Kurz hiernach sistierten die Herzaktionen. Nach Darstellung der Aorta
ascendens wurde das Herz zugig an die Stahlkanule der Langendorff-Apparatur
angeschlossen (Ethicon®, Sutupak Perma Handseide 3,0, USA). Die Koronarien
wurden fortan retrograd Uber die Aorta mit warmem oxygeniertem KH-Puffer mit
einer initialen konstanten Flussrate von 10 ml/min perfundiert. Nach wenigen
Sekunden setzten Herzkontraktionen ein. Die Phase der Asystolie (kalte Ischamie)
betrug hierbei in allen Fallen weniger als 60 Sekunden. Der linke und rechte Vorhof
wurden entfernt, ebenso die restlichen exzidierten Lungenanteile. Im nachsten Schritt

wurde die LAD (left anterior descending coronary artery) aufgesucht und mit einer
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Fadenschleife (Ethicon®, Vicryl SH1-Plus 2,0, USA), unter Mitnahme von
myokardialem Gewebe untertunnelt, ohne jedoch okkludiert zu werden. Zur Messung
des linksventrikularen Drucks wurde in den linken Ventrikel via linkem Vorhof ein
Latexballon eingeflhrt, der an einen Druckwandler angeschlossen war (Abb. 4). Der
Latexballon wurde mittels einer Mikroliterspritze durch eine Prazisionsschraube mit
Kochsalzlésung bis zu einem enddiastolischen Druck (EDP) von 0-10 mmHg gefllt.
Das Fullvolumen des Latexballons wurde wahrend des gesamten Experimentes nicht
mehr verandert, sodass jede Veranderung in dem linksventrikularen enddiastolischen

Druck (LVEDP) Ergebnis einer Veranderung der myokardialen Compliance war.

Abbildung 4: Retrograd
perfundierte Aorta eines
Rattenherzens an einer

Stahlkaniile fixiert.

Der Latexballon ist im
linken  Ventrikel an
einem Druckwandler

angeschlossen,

Die LAD wurde
untertunnelt (blauer
Faden), und nicht

verschlossen.

Die Herzen wurden nach einer 30-minltigen Stabilisierungsphase fur die restliche
Versuchszeit mit einem konstanten koronaren Perfusionsdruck von 65-75 mmHg

perfundiert.
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Alle Versuchstiere wurden mit einer Fadenschlinge im Bereich der LAD versehen

und einer der folgenden Interventionen zugefuhrt:

Versuchsgruppe Behandlung

1) Sham Die Ligatur wurde vorgelegt, jedoch nicht okkludiert.

2) Kontrolle Tiere wurden mit isotoner Kochsalzlosung
(1 ml/kgKG; i.p.) vorbehandelt, 24 Stunden vor
Ischamie/Reperfusion (I/R)

3) IPC Herzen unbehandelter Tiere wurden untersucht.
Vor 20-minutiger Ischamie wurden die Herzen
3 kurzen Perioden von Ischamie und Reperfusion
(5°/107) unterworfen

4) LPS 1h Tiere wurden mit LPS (1 mg/kgKG; i.p.)
vorbehandelt, 1 h vor I/R

5) LPS 24h Tiere wurden mit LPS (1 mg/kgKG; i.p.)
vorbehandelt, 24 h vor I/R

6) LTA 1h Tiere wurden mit LTA (1 mg/kgKG; i.p.)
vorbehandelt, 1 h vor I/R

7) LTA 24h Tiere wurden mit LTA (1 mg/kgKG; i.p.)
vorbehandelt, 24 h vor I/R

8) Dexa 24h Tiere wurden mit Dexamethason (3 mg/kgKG; i.p.)

vorbehandelt, 24,5 h vor I/R

9) LTA/Dexa 24h

Dexamethason (3 mg/kgKG; i.p.) wurde verabreicht,
30’ bevor die Tiere mit LTA (1 mg/kgKG; i.p.)
vorbehandelt wurden, 24 h vor I/R

10) LPS/Dexa 24h

Dexamethason (3 mg/kgKG; i.p.) wurde verabreicht,
30’ bevor die Tiere mit LPS (1 mg/kgKG; i.p.)
vorbehandelt wurden, 24 h vor I/R

Tabelle 1: Versuchsgruppen

Glnther Oprea
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Tiere der Sham-Gruppe (Sham) und ischamische Prakonditionierungs-Gruppe (IPC)
wurden nicht vorbehandelt. Tiere der Kontroll-Gruppe erhielten 24 Stunden vor
Versuchsbeginn 1 ml/lkgkG NaCl 0.9% i.p. (intraperitoneal) als Placebo. Die LPS-1h-
Gruppe (LPS 1h) sowie die LPS-24h-Gruppe (LPS 24h) wurden mit
Lipopolysaccharid (LPS) (aus Escherichia coli 0111:B4, Sigma®, USA) 1 bzw. 24
Stunden vor Versuchsbeginn vorbehandelt (1 mg/kgKG; i.p.). Dementsprechend
wurde LTA-1h-Gruppe (LTA 1h) und die LTA-24h-Gruppe (LTA 24h) mit
Lipoteichonsaure (LTA) (aus Staphylococcus aureus 56411-57-5, Sigma®, USA)
jeweils 1 bzw. 24 Stunden vor Versuchsbeginn vorbehandelt (1 mg/kgKG; i.p.). Die
Tiere der Dexamethason-Gruppen wurden alle mit Dexamethason (Dexamethason-
21-dihydrogenphosphat, Fortecortin® inject 4mg, Merck®, Deutschland) 24 7%
Stunden vor Versuchsbeginn behandelt (3 mg/kgKG; i.p.). Zusatzlich wurde die
LPS+Dexamethason-24h-Gruppe (LPS/Dexa 24h) und die LTA+Dexamethason-24h-
Gruppe (LTA/Dexa 24h) 30 Minuten nach Dexamethasonapplikation mit LPS bzw.

LTA behandelt (1 mg/kgKG; i.p.).
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Myokardiale InfarktgroRe

Am Versuchsende, d.h. am Ende der 2-stindigen Reperfusionsphase, wurde
die LAD erneut verschlossen. Das Herz wurde Uber die Aorta retrograd mit 2 ml einer
1%-igen Evans-Blue-Losung perfundiert, um das Risikogebiet (,area at risk”) zu
determinieren (Abb. 5). Hierbei wird Myokardgewebe, das wahrend der LAD-
Ischamie weiterhin perfundiert wurde, entsprechend einem anderen Stromgebiet,
blau eingefarbt. Das ungefarbte Gewebe entspricht somit dem nicht perfundierten
Areal wahrend der Ischamiephase. Anschlie}end wurden die Herzen horizontal in 5
Scheiben geschnitten. Der gesamte rechte Ventrikel sowie das Endokard des linken
Ventrikels wurden entfernt. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte in einer
Kochsalzlosung fur 20 Minuten bei 37°C mit para-nitro-blau-Tetrazolium (pNBT
0,5%) im Wasserbad inkubiert, um vitales Gewebe innerhalb des Risikogebietes
darzustellen (Abb. 6) [50]. Das nicht angefarbte Areal entspricht dem Infarktgebiet
mit nekrotischen Kardiomyozyten. Die praparierten Herzschnitte wurden vor und
nach pNBT-Farbung unter einem Mikroskop bei 20-facher VergroRerung in einer
Dunkelkammer von beiden Seiten fotografiert und mit der Anwendung ,Image Tool
Version 3.0“ (Freeware of University of Texas Health Science Center in San Antonio,
USA) planimetrisch ausgewertet. Alle Herzschnitte wurden von der gleichen Person
ausgemessen. Der Untersucher war bezuglich der Vorbehandlung und Intervention

verblindet. Die manuell gemessenen Areale wurden in Quadratpixel angegeben.
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0@“ &

Abbildung 5: Evans-Blue-Féarbung

Blau:  perfundiertes Areal. Der Farbstoff gelangt retrograd via Aorta in die Koronarien und farbt die Zellen

Rosa: nicht perfundiertes Areal = area at risk (AR). Das Gebiet entspricht der Strombahn der verschlossenen
LAD

Abbildung 6: pNBT-Férbung

Blau: vitales Gewebe (perfundiert)
Violett: vitales Gewebe (nicht perfundiert)

Grau: infarziertes Gewebe. pNBT wird durch vitale Mitochondrien in den Farbstoff umgewandelt. Dies ist in
den nekrotischen Kardiomyozyten nicht mehr moglich, die Farbung bleibt somit aus
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Hamodynamik und linksventrikulare Funktion

Wahrend des gesamten Versuches wurden kontinuierlich der linksventrikulare
Druck (systolischer Spitzendruck, LVSP und enddiastolischer Druck, LVEDP) sowie
der koronare Perfusionsdruck (CPP) registriert. Aus der Anderung des
linksventrikularen Drucks konnten der maximale Druckanstieg pro Zeit (+dP/dT) und
der maximale Druckabfall pro Zeit (-dP/dT) als Marker der myokardialen Kontraktilitat
bzw. Relaxation berechnet werden. Die Herzfrequenz wurde aus der Anzahl der
Druckspitzen pro Zeiteinheit ermittelt und die Fluss-Rate des Perfusats aus der
Drehzahl der Rollerpumpe berechnet. Alle gemessenen und abgeleiteten Werte
wurden zu pradefinierten Zeiten ausgewertet. Die Ausgangswerte wurden nach der
30-minutigen Stabilisierungsphase des Herzens vor Durchfuhrung der Ischamie
gemessen. Weitere Messwerte wurden nach 10 und 20 Minuten wahrend der
Ischamie, sowie nach einer Stunde und nach zwei Stunden wahrend der
Reperfusionsphase ermittelt. Alle Druckwerte werden in mmHg angegeben, der
Fluss in ml/min und die Herzfrequenz in Schlagen pro Minute.

Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit GraphPad Prism® Version
5.1 (GraphPad Software, La Jolla, USA). Alle Werte werden als Mittelwerte *
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Unterschiede zwischen den
Gruppen bezuglich der GroRRe des Infarktareals und des Infarktrisikogebietes wurden
mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) auf statistische Signifikanz gepruft.
Hamodynamische Parameter verschiedener Gruppen sowie verschiedener
Zeitpunkte wurden einer zweifaktoriellen ANOVA unterzogen. Die Varianzanalysen
wurden von einem Bonferroni post-hoc Test gefolgt. Ein p-Wert <0,05 wurde als

statistisch signifikant angesehen.
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Ergebnisse

Myokardiale InfarktgroRe
Die GroRe der ,area at risk® (AR) unterschied sich nicht zwischen den

einzelnen Gruppen (Abb.7).

T T T T T
Sham Kontrolle IPC Dexa 24h LPS 1h LPS 24h LPS/Dexa 24hLTA 1h LTA 24 h LTA/Dexa 24h

Abbildung 7: Grofie der AR wurde durch Evans-Blue-Férbung bestimmt und als prozentualer Anteil der
Gesamtgrofle des linken Ventrikels (LV) angegeben. n-Zahlen siche Tabelle 1.

Sham-Tiere wiesen praktisch keine Myokardnekrose auf. Die mittlere
InfarktgrolRe in Relation zur AR betrug 1 =+ 0 % (Abb. 8). Ischamische
Prakonditionierung fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Infarktgrofie
verglichen mit unbehandelten Tieren der Kontrollgruppe (5 £+ 1 % vs 46 + 3 %,
p<0,001). Eine Vorbehandlung der Versuchstiere sowohl mit LPS als auch mit LTA
24 Stunden vor Ischamie und Reperfusion flihrten ebenfalls zu einer deutlichen
Reduktion der InfarkigroRe (LPS 24 h: 10 £+ 2 %; LTA 24 h: 6 + 2 %, p<0.01 und
<0.001 vs. Kontrollgruppe). Diese Reduktion der Infarktgro3e war vergleichbar mit
dem durch ischamische Prakonditionierung erzielten Effekt, unterschied sich jedoch

nicht signifikant zwischen LPS und LTA-vorbehandelten Tieren.
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Im Gegensatz hierzu fuhrte eine Vorbehandlung mit LPS oder LTA 1 Stunde
vor Ischamiebeginn zu keiner Reduktion des myokardialen Schadens (LPS 1 h: 47 +
8 %; LTA 1 h: 63 £ 10 %, p<0.01 und <0.001 vs. Kontrollgruppe). Die beobachtete
Reduktion der Infarktgrofde durch Gabe von LPS oder LTA 24 Stunden vor Ischamie
und Reperfusion konnte durch gleichzeitige Gabe von Dexamethason vollstandig
aufgehoben werden (Dexa LPS 24 h: 43 £+ 9 %, Dexa LTA 24 h: 46 + 9 %, jeweils
p>0.05 vs. Kontrollgruppe). Die Gabe von Dexamethason allein fuhrte zu keiner
signifikanten Veranderung der Infarktgrofe verglichen zu Tieren der Kontrollgruppe

(63 £9 % vs 46 £ 3 %, p>0.05).
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Abbildung 8: A Die InfarktgroBBe in Relation zur AR [IS (%AR)] wird durch ischdmische Prikonditionierung
(IPC) signifikant reduziert. LPS-Gabe 24 Stunden, nicht jedoch 1 Stunde von I/R, sorgt ebenfalls fiir eine
Reduktion der Infarktgrofie.

B LPS-induzierte Kardioprotektion kann durch die Gabe von Dexamethason (Dexa) aufgehoben werden.

C, D Das gleiche Ausmal3 der Kardioprotektion kann durch die Gabe von LTA beobachtet werden, und auch
dieser Effekt kann durch die Gabe von Dexamethason aufgehoben werden. * P<0,001 vs Kontrollgruppe.

n-Zahlen sieheTab. 1.
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Hamodynamik und linksventrikulare Funktion

Herzen der Sham-Gruppe zeigten im Zeitverlauf lediglich eine diskrete
Abnahme der linksventrikularen Funktionsparameter. Im Gegensatz hierzu fuhrte in
allen anderen Gruppen die Okklusion der LAD und das zeitgleiche Einsetzen der
Ischamie zu einer deutlichen Veranderung der registrierten Parameter (Abb. 9). Die
Fluss-Rate des Perfusats wurde von der Rollerpumpen-Kontrolleinheit reduziert, um
den CPP konstant zu halten. Gleichzeitig kam es zu einer signifikanten
Einschrankung der LV-Funktion, die sich sowohl in einer Reduktion der
linksventrikularen Druckamplitude (left ventricular developed pressure, LVDP) (Abb.
9 und 10), als auch in einer Verminderung der Kontraktilitat (+dP/dT) und
Beeintrachtigung der Relaxation (-dP/dT) wiederspiegelte (Abb. 11 und 12). Alle
Parameter nahmen mit Beginn der Reperfusion bis zum Versuchsende weiter leicht
ab. Weder die ischamische Prakonditionierung noch eine Vorbehandlung mit LPS,
LTA und/ oder Dexamethason fuhrten, unabhangig vom Zeitpunkt, zu einer
signifikanten Anderung der linksventrikularen Funktionsparameter. Die Gruppen
unterscheiden sich zwar von Sham aber nicht von der Kontrolle und auch nicht

untereinander (Abb. 10-12).
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Abbildung 9: Ausschnitt aus Charts-Aufzeichnung kurz vor bzw. nach Herbeifilhren der lokalen

Koronarischimie durch LAD-Verschluss
A: deutliche Verminderung der Fluss-Rate

B: deutliche Abnahme der ventrikuldren Druckamplitude

Erlauterung: LVSP: linksventrikulérer systolischer Druck
LVEDP: linksventrikuldrer end-diastolischer Druck
LVDP: linksventrikuldrer entwickelter (developed) Druck = Druckamplitude

31



Dissertation Glnther Oprea

A
100 —/x— Sham
—{ = Kontrolle
- —O— IPC
o 80 —¥— LPS 1h
I
£ 60 —— LPS 24h
E
O 40-
o 0
>
— 20-
0
Q
B
—/x— Sham
100 —{} Kontrolle
—O—IPC
> 80 —~¥—LTA 1h
§ 4 —— LTA 24h
604
£
o -
g 40
— 204 *#§ !
G | ) | ) v v
s OO & &
NS R A

Abbildung 10: Zeitverlauf des linksventrikuldr entwickelten Druckes (LVDP) in isolierten Rattenherzen,
wihrend einer 20-miniitigen regionalen Ischdmie (I, 20 min) und einer 2-stiindigen Reperfusion (R, 2 h). Die
Tiere wurden mit LPS (A) oder LTA (B) | oder 24 Stunden vorbehandelt. IPC wurde als Positivkontrolle

verwendet, wahrend Sham und Kontrolle als Negativkontrolle dienten.

A: P=ns LPS 24h vs Sham; * P<0,05 LPS 1h vs Sham; § P<0,05 Kontrolle vs. Sham; P=ns IPC vs. Sham;
P=ns Kontrolle vs. IPC; P=ns Kontrolle vs. LPS 1h; P=ns Kontrolle vs. LPS 24h; P=ns IPC vs. LPS 24h

B: * P<0,05 LTA 24h vs Sham; * P<0.05 LTA 1h vs Sham; § P<0,05 Kontrolle vs. Sham; P=ns IPC vs. Sham;
P=ns Kontrolle vs. IPC; P=ns Kontrolle vs. LTA 1h; P=ns Kontrolle vs. LTA 24h; P=ns IPC vs. LTA 24h
(ns=nicht signifikant)
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Abbildung 11: Linksventrikuldre Kontraktilitét, determiniert durch +dP/dT.

Glnther Oprea

Aufgetragen in Relation zu den gemessenen Ausgangswerten vor Beginn der Intervention. Die Tiere wurden mit

LPS (A) oder LTA (B) 1 oder 24 Stunden vorbehandelt. IPC wurde als Positivkontrolle verwendet, wahrend

Sham und Kontrolle als Negativkontrolle dienten.

A: P=ns LPS 24h vs. Sham; P=ns LPS 1h vs. Sham; § P<0,05 Kontrolle vs. Sham; P=ns IPC vs. Sham,;
P=ns Kontrolle vs. IPC; P=ns Kontrolle vs. LPS 1h; P=ns Kontrolle vs. LPS 24h; P=ns IPC vs. LPS 24h

B: * P<0,05 LTA 24h vs. Sham; * P<0.05 LTA 1h vs. Sham; § P<0,05 Kontrolle vs. Sham; P=ns IPC vs. Sham;
P=ns Kontrolle vs. IPC; P=ns Kontrolle vs. LTA 1h; P=ns Kontrolle vs. LTA 24h; P=ns IPC vs. LTA 24h

(ns=nicht signifikant)
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Abbildung 12: Rate der linksventrikulidren Relaxation, determiniert durch —dP/dT (min).
Aufgetragen in Relation zu den gemessenen Ausgangswerten vor Beginn der Intervention. Die Tiere wurden mit
LPS (A) oder LTA (B) 1 oder 24 Stunden vorbehandelt. IPC wurde als Positivkontrolle verwendet, wahrend

Sham und Kontrolle als Negativkontrolle dienten.

A: * P<0,05 LPS 24h vs. Sham; * P<0.05 LPS 1h vs. Sham; § P<0,05 Kontrolle vs. Sham; P=ns IPC vs. Sham;
P=ns Kontrolle vs. IPC; P=ns Kontrolle vs. LPS 1h; P=ns Kontrolle vs. LPS 24h; P=ns IPC vs. LPS 24h

B: * P<0,05 LTA 24h vs. Sham; * P<0.05 LTA 1h vs. Sham; § P<0,05 Kontrolle vs. Sham; P=ns IPC vs. Sham;
P=ns Kontrolle vs. IPC; P=ns Kontrolle vs. LTA 1h; P=ns Kontrolle vs. LTA 24h; P=ns IPC vs. LTA 24h
(ns=nicht signifikant)
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Diskussion

Ischamische Prakonditionierung (IPC) schiatzt das Myokard vor den
schadigenden Folgen einer spater eintreffenden Ischamie und Reperfusion. Die
Mechanismen, welche der Prakonditionierung zugrunde liegen, sind komplex und in
der Einleitung bereits ausfuhrlich beschrieben worden. Die ischamische
Prakonditionierung verlauft in 2 Phasen, der akuten Phase, welche unmittelbar
einsetzt und bis zu 3 Stunden Schutz bietet, und der verspateten Phase, auch als
.second window of protection (SWOP) bekannt, welche nach 12-24 Stunden auftritt
und bis zu 4 Tage Schutz vor den Folgen einer I/R bietet [57].

Myokardiale Prakonditionierung kann, neben der IPC, auch pharmakologisch
durch eine Reihe verschiedener Molekule wie zum Beispiel Zytokine oder Opioide
induziert werden [58-60]. Die bakteriellen Zellwand-Bestandteile LPS und LTA, aber
auch das synthetisch hergestellte Monophosphoryl Lipid A (MLA) erweitern diese
Liste potentiell therapeutisch wirksamer Substanzen [61]. Die Vorgange der LPS-
induzierten Prakonditionierung sind sowohl in unterschiedlichen Modellen als auch in
unterschiedlichen Spezies untersucht worden [62-64]. Zu den beschriebenen
Mechanismen zahlen die Induktion angiogenetischer Wachstumsfaktoren [35], COX-
2-Metabolite und PPAR-Gamma-Liganden (Peroxisom-Proliferator-aktivierter
Rezeptor) [65], sowie die Verminderung der Nuklearen Faktor kB - (NF-kB) und der
HSP-70-Aktivitat (Hitze-Schock-Protein) [66]. Im Gegensatz zu LPS ist die
Prakonditionierung durch LTA bislang unzureichend untersucht worden.

LTA ist ein Zellwandbestandteil Gram-positiver Bakterien. Im Gegensatz zu
LPS, hier werden die immunmodulatorischen Effekte via TLR4 [6] vermittelt, entfaltet

LTA die Effekte Uber TLR2 [67].
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Unsere Arbeitsgruppe konnte in frUheren Versuchen mit einem in vivo
Rattenmodell mit regionaler myokardialer Ischamie und Reperfusion erstmals zeigen,
dass LTA, ebenso wie LPS, kardioprotektive Effekte Uber eine spate
Prakonditionierung vermittelt [36,37]. Die Vorbehandlung mit LTA fuhrte zu einer
Reduktion der Infarktgrofle und zu einer Verminderung der Konzentration von
kardialem Troponin T im Plasma der Versuchstiere. Des Weiteren wurde in LTA-
vorbehandelten Tieren eine Down-Regulation diverser Adhasionsmolekule (P-
selectin, intercellular adhesion molecule-1), eine verminderte  Anzahl
polymorphnuklearer Granulozyten im Randgebiet des infarzierten Areals sowie eine
Verminderung des histologischen Gewebeschadens beobachtet. Obwohl LTA aus
einem pathogenen Erregerstamm (Staphylococcus aureus) gewonnen wurde, kam
es weder zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems noch zu einem
Leberschaden, wahrend eine Vorbehandlung mit LPS beides zur Folge hatte.
Basierend auf diesen Beobachtungen konnte LTA eine attraktive Alternative zu LPS
darstellen, da LTA scheinbar zu einer vergleichbaren Kardioprotektion fuhrt, dabei
allerdings weniger Nebenwirkungen im Tiermodell verursacht. Daher untersuchten
wir zur Verifizierung dieser in vivo gewonnenen Daten sowie zur Eingrenzung
moglicher Wirkmechanismen die kardioprotektive Wirkung in einem ex vivo Modell.

Das hierfur von uns verwendete Langendorff-Modell erlaubt die standardisierte
Beobachtung von Ischamie-Reperfusions-Phanomenen ohne die Anwesenheit von
Leukozyten oder sonstigen humoralen oder innervationsbedingten Einflissen. Die
Rattenherzen wurden, in allen Gruppen in gleicher Weise nach einer kurzen kalten
Ischamie (< 1 Minute), mit einer oxygenierten und carbogenierten KH-LOsung
definierter Zusammensetzung und Temperatur unter konstantem Perfusionsdruck

perfundiert.
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Vor der Entnahme der Herzen wurden die Versuchstiere unter
standardisierten Bedingungen (spezifisch pathogen frei, konstanter Tag-
Nachtrhythmus und Temperatur, standardisiertes Nahrungsangebot ad libitum)
gehalten. Abgesehen von der jeweils gruppenspezifischen Intervention erhielten die
Tiere aller Gruppen jeweils lediglich Heparin sowie eine Barbituratnarkose. Daher
konnen die zwischen den Gruppen gefundenen signifikanten Unterschiede der
InfarktgroRe auf die Art der Vorbehandlung zurickgefuhrt werden.

Die Vorbehandlung mit LTA 24 Stunden vor Versuchsbeginn fuhrte auch ex
vivo am isolierten Rattenherzen zu einer signifikanten Reduktion der myokardialen
InfarktgrofRe im Vergleich zu der nicht vorbehandelten Kontrollgruppe. Die hierbei
erzielte Reduktion der InfarkigroBe war mit dem Effekt der ischamischen
Prakonditionierung vergleichbar, die wir in einer anderen Gruppe als Positivkontrolle
durchfuhrten. Hingegen liel3 sich eine friuhe kardiale Prakonditionierung (EPC) durch
LTA nicht induzieren. Im Hinblick auf Parameter der linksventrikularen Kontraktilitiat
und Relaxation konnten keine signifikanten Effekte einer LTA-Vorbehandlung, weder
24 Stunden noch 1 Stunde vor Ischamie, beobachtet werden. Im Gegensatz hierzu
beobachteten Ma et al [49] in einer friheren Studie eine Verbesserung der
myokardialen Pumpfunktion durch LTA-Prakonditionierung. Allerdings fuhrte diese
Arbeitsgruppe eine globale myokardialen Ischamie durch, gefolgt von 60-minutiger
Reperfusion, sodass diese Unterschiede im Versuchsdesign die unterschiedlichen
Ergebnisse begrinden konnten. Daruberhinaus war die Berechnung der bendtigten
Anzahl an Versuchstieren in unserer Studie auf eine Detektion eines Unterschiedes
der Infarktgrosse ausgelegt.

Ebenso wie LTA fuhrte auch eine 24-stindige Vorbehandlung mit LPS zu

einer Reduktion der Infarktgrofe.
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Die Reduktion der InfarktgrofRe unterschied sich nicht signifikant zwischen LTA
und LPS, sodass gefolgert werden kann, dass beide Substanzen in gleicher
Dosierung einen vergleichbaren Schutz vor myokardialer Ischamie und Reperfusion
vermitteln konnen. LPS hatte, wie LTA, keinen signifikanten Einfluss auf Marker der
linksventrikularen Funktion.

Um zu ergrinden, ob der von uns gezeigte Effekt der Prakonditionierung
durch LTA und LPS durch Induktion einer systemischen Inflammationsreaktion
vermittelt wird, fUhrten wir in einigen Gruppen eine Supprimierung des
Immunsystems durch. Hierfir wurden die betreffenden Tiere vor LTA bzw. LPS-
Injektion mit Dexamethason vorbehandelt, wodurch sich die durch LTA und LPS
hervorgerufene Kardioprotektion komplett aufheben lie. Eine Vorbehandlung mit
Dexamethason allein hatte keinen Einfluss auf die Grofle des myokardialen
Infarktgebietes. In den 70- und 80er Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurde in
mehreren Studien untersucht, inwieweit die Applikation von Glukokortikoiden das
Outcome nach akutem Myokardinfarkt beeinflusst. Im Tiermodell konnte ein positiver
Einfluss des Einsatzes von Glukokortikoiden bei Ischamie und Reperfusion des
Herzens nachgewiesen werden [68-70]. Die Behandlung des akuten Myokardinfarkts
mit Glukokortikoiden zeigte beim Menschen eine verheerende Wirkung. Es kam zum
vermehrten Auftreten von malignen Herzrhythmusstorungen [71] sowie zu einer
Vergrolerung des Infarktareals [72].

Unsere Daten lassen darauf schlielen, dass das Entstehen einer
inflammatorischen Reaktion durch den LTA- bzw. LPS-Stimulus eine zwingende
Voraussetzung ist fur die Vermittlung der protektiven Wirkung. Die kardiale
Prakonditionierung ist ein sehr komplexer Vorgang, sodass weitere Studien bendtigt

werden, um die involvierten Mechanismen naher zu untersuchen.
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Da kardiozirkulatorische Erkrankungen weitverbreitet vorkommen und mit
einer hohen Sterblichkeit behaftet sind, werden weltweit gro3e Bemuihungen
unternommen, um das Myokard vor Schaden durch Ischadmie und Reperfusion zu
schitzen. Ein vielversprechender Ansatz ist hierbei das Konzept der
pharmakologischen Prakonditionierung, d.h. die gezielte Applikation eines
pharmakologischen Stimulus vor der Ischamie zur Erlangung einer nachfolgenden
Kardioprotektion.

Insbesondere bei Patienten, bei denen bereits im Vorfeld eine myokardiale
Ischamie erwartet werden kann, z.B. bei anstehender Herzoperation oder koronarer
Katheterintervention, konnte die spate pharmakologische Prakonditionierung in
Zukunft klinisch zur Verminderung des Myokardschadens eingesetzt werden. Die
bislang tierexperimentell getesteten Substanzen weisen zum Teil schwerwiegende
Nebenwirkungen auf und sind daher zur prophylaktischen Applikation am Menschen
nur bedingt geeignet. Zu diesen Nebenwirkungen gehoren Atemdepression und
Abhangigkeitspotential  (Opioide), Narkose (volatile Anesthetika), arterielle
Hypotension (Adenosin, Prostaglandine) oder Herzrhythmusstorungen (Adenosin).
Die Applikation potentiell pathogener Substanzen wie LPS und LTA am Menschen ist
problematisch. LPS wurde bereits in verschiedenen, nicht prakonditionierungs-
assoziierten Studien an Menschen in niedriger Dosis (2 ng/kgKG) verabreicht [67-
69]. Ob diese geringen Dosen zur Erzielung einer Kardioprotektion beim Menschen
ausreichen, oder ob auch hohere Dosierungen sicher appliziert werden kénnen, ist
noch unklar. LTA zeigte im Tierversuch ein gunstigeres Nebenwirkungsprofil als LPS
und konnte daher eine Alternative fur die Anwendung beim Menschen darstellen.

Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Daten, dass sowohl eine

Vorbehandlung mit LTA als auch mit LPS zu einer deutlichen Reduktion der
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InfarktgroRe fuhren konnen, wenn sie 24 Stunden vor einer erwarteten Ischamie und
Reperfusion des Myokards (z.B. im Rahmen Kkardiochirurgischer oder
interventioneller Eingriffe) durgefuhrt wird. Hingegen ist eine Vorbehandlungszeit von
einer Stunde nicht ausreichend um protektive Effekte zu erzielen. Die durch LTA
erzielbare Reduktion der Infarktgrof3e ist bei gleicher Dosierung vergleichbar mit der
durch LPS induzierten Protektion. Jedoch fuhrte LTA bei in vivo Versuchen im
Vergleich zu LPS weder zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems noch zu einem
Leberschaden und konnte daher eine Alternative mit gunstigerem
Nebenwirkungsprofil darstellen.

Die hier erstmals im isolierten, zellfrei perfundierten Rattenherzen
nachgewiesene Protektion zeigt, dass die Reduktion der InfarktgroRe unabhangig ist
von der Prasenz polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten, die in vivo eine
Schlusselrolle bei der Entstehung des Reperfusionsschadens spielen. Dartuberhinaus
kann der Ruckschluss gezogen werden, dass die LPS bzw. LTA Injektion bereits in
vivo am Myokard Signalkaskaden aktiviert, die letztlich unabhangig von humoralen
oder innervationsbedingten Einflissen zu einer Protektion des Kardiomyozyten
fuhren. Da die Protektion durch vorherige Gabe von Dexamethason vollstandig
aufgehoben werden kann, ist die Aktivierung dieser Signalkaskaden abhangig von
der Induktion einer systemischen Inflammation durch LPS bzw. LTA. Weitere Studien
sind erforderlich, um die komplizierten Mechanismen aufzuklaren, die hierbei

involviert sind.
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Zusammenfassung

Die Prakonditionierung mit den bakteriellen Zellwandbestandteilen
Lipopolysaccharid (LPS) oder Lipoteichonsaure (LTA) fuhrt in vivo zu einer
Reduktion der myokardialen InfarktgroRe nach Ischamie und Reperfusion (I/R).
Hierbei wird durch die Prakonditionierung u.a. die Akkumulation neutrophiler
Granulozyten im Ischamiegebiet wahrend der Reperfusionsphase reduziert und
somit einer der wichtigsten Mechanismen bei der Entstehung des
Reperfusionsschadens am Herzen vermindert. In dieser Studie bedienten wir uns
eines ex vivo Modells nach Langendorff mit regionaler I/R und zellfreier Perfusion.
Wir konnten erstmalig eine LTA-Prakonditionierung in einem leukozytenfreien
System zeigen und somit demonstrieren, dass die LTA-Prakonditionierung
Mechanismen involviert, die unabhangig sind von einer Akkumulation neutrophiler
Granulozyten. 24 Stunden nach einer Vorbehandlung der Ratten mit LPS, LTA,
Kochsalz und/oder Dexamethason wurden die Herzen entfernt und retrograd mit
oxygenierter Krebs-Henseleit Losung perfundiert. Die Herzen wurden einer 20-
minutigen Ischamie, gefolgt von einer 2-stundigen Reperfusionsphase, unterzogen.
Das Infarktrisikogebiet (Evans-Blue-Farbung) und das Infarktgebiet (pNBT-Farbung)
wurden planimetrisch bestimmt. Die ischamische Prakonditionierung (IPC) wurde als
Positivkontrolle unseres Modells verwendet. LTA- und LPS-Prakonditionierung
fuhrten - ebenso wie IPC - bei gleicher Dosierung in vergleichbarem Umfang zu einer
signifikanten Reduktion der Infarktgrof3e. Dieser Effekt konnte durch Vorbehandlung
mit Dexamethason vollstandig aufgehoben werden, so dass gefolgert werden kann,
dass die Protektion durch LPS bzw. LTA. von der Modulation der inflammatorischen

Vorgange im Endothel und Myokard mit abhangt.
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Summary

Preconditioning with bacterial wall fragments lipopolysaccharide (LPS) or
lipoteichoic acid (LTA) reduce myocardial infarct size after ischemia and reperfusion
(I/R) in rats in vivo. Preconditioning with LTA reduces neutrophil accumulation during
reperfusion and thereby ameliorates one of myocardial reperfusion injury’s most
important mechanisms. In this study, we use an ex vivo model of regional myocardial
I/R to investigate LTA preconditioning in a system devoid of leukocytes and to
compare LTA versus LPS induced preconditioning. Rats were subjected to LTA or
LPS with or without prior dexamethasone pre-treatment. Twenty-four hours after LTA
or LPS challenge, hearts were removed and retrogradely perfused in a Langendorff
setting. Hearts underwent 20 min of regional ischemia followed by 2 hours of
reperfusion. Ischemic preconditioning (IPC) was performed as positive control.
Myocardial infarct size was determined as the primary outcome marker. LTA and
LPS preconditioning both lead to a marked reduction in infarct size similar to IPC,
however no significant differences were found between LTA and LPS. The reduction
in infarct size was abrogated by dexamethasone pre-treatment. We conclude that
preconditioning with LTA and likewise with LPS confers myocardial protection in an
ex vivo setting devoid of leukocytes, indicating that the previously shown inhibition of
neutrophil accumulation in vivo is not the key mechanism involved in reducing infarct
size. Dexamethasone inhibits preconditioning, suggesting that the underlying
mechanism is dependent upon induction of a systemic inflammatory response to the

LTA or LPS stimulus.
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