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1 Einleitung

1.1 Myokardinfarkt

Weltweit sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen die Todesursache Nummer Eins (1). Fast
jeder zweite Todesfall (42%) in Deutschland geht auf eine Erkrankung des Herz-
Kreislauf-Systems zuriick. Das statistische Bundesamt fasst unter den kardiovasku-

laren Erkrankungen drei Entitdten zusammen:
1. die chronisch ischamische Herzerkrankung,
2. den akuten Myokardinfarkt und

3. die Herzinsuffizienz (2).

Aufgrund der steigenden Lebenserwartung rechnet die UN mit einer Zunahme der

kardiovaskular bedingten Todesfalle um mehr als ein Drittel (37%) im Jahr 2030 (1).

1.1.1 Definition

Ein Myokardinfarkt entsteht meist auf dem Boden einer koronaren Herzkrankheit. Er
ist durch eine hochgradige Stenose bzw. einen Verschluss einer oder mehrerer
Koronararterien mit konsekutiver Myokardnekrose gekennzeichnet. Es existieren
mehrere zum Teil unterschiedliche Definitionen der verschiedenen Fachgesell-
schaften. Laut WHO z. B. liegt ein Herzinfarkt vor, wenn bei einer instabilen Angina
pectoris Marker einer Myokardschadigung nachweisbar sind (Troponin T, | oder CK-
MB) (3,4). Aufgrund der problematischen Definition und Diagnostik hat sich der
Begriff des akuten Koronarsyndroms (ACS) in den aktuellen Leitlinien der deutschen
Gesellschaft flur Kardiologie durchgesetzt. Dieser umfasst den ST Hebungsinfarkt
(STEMI), den Infarkt ohne ST Hebung (NSTEMI, instabile Angina pectoris) und den
plotzlichen Herztod (5).



11.2 Epidemiologie

Trotz rucklaufiger Herzinfarktmorbiditat fuhren Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems die Todesursachenstatistik in der Haufigkeitsverteilung an (1,2,5). Dies ist
durch den Lebensstil mit fettreicher Ernahrung, Stress und Bewegungsmangel
bedingt. Trotz vielfaltiger Praventionsbemuhungen - zum Beispiel durch eine verbes-
serte Sportférderung - sinkt die Mortalitat jedoch nicht wie gewtnscht. So werden im
Jahre 2006 45% der Todesfalle in Deutschland durch Herzkreislauferkrankungen
verursacht (6). In Deutschland liegt die Inzidenz fur einen Myokardinfarkt bei
300/100000 Einwohnern pro Jahr. Die Lebenszeitpravalenz fur Manner betragt 30%,

fir Frauen 15%.

Die geschlechtlichen Unterschiede beim Verlauf der Erkrankung (Manner 52%
Letalitat, Frauen 62% Letalitat) egalisieren sich seit Beginn der Studie der koopera-
tiven Gesundheitsforschung in der Region Augsburg (KORA) 1985 (7). Zwei Drittel

der Patienten versterben bereits vor Erreichen der Klinik (8).

Eine aktuelle Ubersicht aus den Vereinigten Staaten bestatigt diesen Trend. 33,6%
der Todesfalle werden trotz insgesamt rucklaufiger Zahlen (1997-2007) durch
kardiovaskulare Erkrankungen verursacht. In dieser Veroffentlichung wird auch
deutlich, dass Risikofaktoren wie Ubergewicht, Hypercholesterindmie und Hyper-
tonus weit verbreitet sind. Gerade die hohe Zahl an krankhaft Ubergewichtigen (BMI
>30kg/m?) von 33,7% ist in dieser Hinsicht prognostisch ungiinstig (9). In der
Zusammenschau der aktuellen Zahlen ist die Abnahme der Mortalitat eher durch eine
geringere 28-Tage-Mortalitat und eine sinkende Zahl der Reinfarkte zu erklaren als

durch eine geringere Inzidenz (10).

113 Pathologie des Myokardinfarktes

Bei der koronaren Herzerkrankung (KHK) handelt es sich um die Manifestation einer
Arteriosklerose in den Koronararterien. Die Pathogenese der Arteriosklerose ist unter
anderem durch die ,response to injury“-Hypothese zu erklaren (11,12). Diese besagt,
dass ein Gefal} auf eine Verletzung bzw. eine funktionelle Stérung mit Sklerosierung

reagiert. Ursachen fur eine Beeintrachtigung der Integritat der Arterie kdnnen oxidativ



und/oder enzymatisch modifizierte Lipoproteine (vor allem LDL), mechanische, virale
oder immunologische Vorgange sein (12). An die Lasion lagern sich vermehrt
Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten an, durchwandern das Endothel und
akkumulieren in subendothelialen Schichten. Durch die Aufnahme von Fettsauren
entwickeln sich aus diesen Zellen Schaumzellen, die zusammen mit glatten
Muskelzellen die sogenannten ,fatty streaks® bilden. Am Ort der Lasion konnen sich,
durch Mediatoren begunstigt, Thromben absetzen, die ihrerseits wiederum
Wachstumsmediatoren freisetzen und so den Prozess der Plaquebildung weiter
unterhalten (11,12). Die alleinige Lumeneinengung durch arteriosklerotische
Veranderungen fuhrt jedoch fur sich genommen noch zu keiner akuten myokardialen
Ischamie. Erst die Ruptur eines solchen Belages zeichnet dann flr ein akutes

kardiovaskulares Ereignis verantwortlich.

Oxidativer Stress bzw. entzindliche Vorgange werden als Ursache fur Plaque-
instabilitaten derzeit untersucht. Es wird vermutet, dass Sauerstoffradikale die Inflam-
mation entweder initileren bzw. zumindest stark beschleunigen kénnen (13,14). Auch
spezifische Infektionen, wie zum Beispiel mit Chlamydia pneumoniae, werden als
Grund fur die Ruptur eines solchen Plaques diskutiert (15). Durch die Ruptur der
fibrous cap, die den Plaque von der Blutzirkulation trennt, werden gerinnungsaktive
Mediatoren freigesetzt, die die Entstehung eines Thrombus triggern. Der Verschluss
eines KoronargefalRes durch diesen Thrombus fihrt dann zur absoluten Ischamie
eines Myokardareals, zum Infarkt (16). Durch Unterbrechung der Zufuhr von sauer-
stoffreichem Blut wird die aerobe Glykolyse auf anaeroben Stoffwechsel umgestellt
und der ATP-Spiegel sinkt. Aufgrund dieses Vorgangs fehlt die fur die lonenpumpen
notige Energie und es kommt zu einer lonenverschiebung mit vermehrtem
Wassereinstrom in die Zelle. Nach ca. 30 Minuten ist die Schadigung des Myokards

irreversibel (17).

Die InfarktgréfRe wird nicht nur durch den Ort der Okklusion des Gefalles bedingt,
sondern auch durch Entziindungs- und Abraumprozesse, die dem akuten Stadium
folgen. Nach 24-48 Stunden entsteht eine Koagulationsnekrose mit Infiltration
neutrophiler Granulozyten. Makrophagen phagozytieren die abgestorbenen Myo-
zyten, wodurch intrazellulare Kaskaden bzw. eine neurohumorale Aktivierung initiiert
werden. In dieser Phase kann sich das Infarktgebiet vergréRern (18). Dieser Vorgang
wird bedingt durch das Freisetzen von Serinproteasen und Matrixmetalloproteasen

aus den neutrophilen Granulozyten. Das intrazellulare Kollagen wird hierdurch
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degradiert (19).

Diese Vorgange konnen auch Zellen in Gewebsarealen, die initial nicht nekrotisch
wurden, zum Untergang bringen. Durch den Verlust an Myokardgewebe lasst die
Kontraktilitat des Ventrikels nach, die Vorlast wird erhéht und der adrenerge Schen-
kel des autonomen Nervensystems aktiviert. Der Vorlastanstieg und die sym-
pathische Aktivierung triggern den konsekutiven Umbau des Herzmuskelgewebes

nach dem Ereignis, das Remodeling (19,20).

114 Der myokardiale Ischamie-Reperfusionsschaden

Die schnelle Wiederer6ffnung des betroffenen Gefaldes ist eine conditio sine qua non
fur den Erhalt funktionsfahigen Myokards im Fall eines akuten Myokardinfarktes (21-
23). Durch diese Mallnahme wird die Ischamie aufgehoben und das hypoxische
Areal wieder mit arterialisiertem Blut versorgt. Die erneute Versorgung des initial
ischamen Gebietes fuhrt paradoxerweise zu einer weiteren Schadigung von zu-

nachst vitalem Herzmuskelgewebe.

Der Reperfusionsschaden umfasst mehrere pathophysiologische Entitaten. Zu
diesen gehoren eine reversible, funktionelle Storung der Myozyten (myocardial
stunning), ein mikrovaskularer, endothelialer Schaden (no reflow phenomen) sowie
die reperfusionsbedingten Arrhythmien (24-26). Als Mediatoren fliir diese Entitaten
kommen mehrere postischamische Vorgange in Frage. Im Einzelnen sind diese:
oxidativer Stress, intrazelluldres Kalzium-Uberangebot und die damit verbundene
Hyperkontraktilitat der Herzmuskelzellen, die rasche Normalisierung des pH-Wertes,
die Inflammation und eine Offnung der ,mitochondrial permeability transition pore*
(PTP) (26).

Die Reperfusion per se verursacht oxidativen Stress (27). Die erneute Versorgung
des ehemals ischamischen Areals verursacht zusatzlichen Schaden an vitalem myo-
kardialem Gewebe. Diese Tatsache wird als das Sauerstoff-Paradoxon bezeichnet
(28). Des weiteren wird durch den oxidativen Stress die verfigbare Menge an NO
verringert. NO hat kardioprotektive Eigenschaften, die dadurch nicht mehr zur
Verfligung stehen. Zu diesen Eigenschaften gehoren: Eine antiadhasive Wirkung auf
die neutrophilen Granulozyten im betroffenen Gebiet, die Reduktion von Sauer-

stoffradikalen und der verbesserte myokardiale Blutfluss (29).



Ein anderer pathologischer Mechanismus, der zu Beginn der Reperfusion auftritt, ist
der akute Anstieg des intrazellularen Kalziums. Verantwortlich hierfur sind Schadi-
gungen der lonentransportsysteme in Sarkolemm und sarkoplasmatischem Reti-
culum. Diese Anderungen Uberfordern die physiologischen Kalziumregulationsme-
chanismen und ergeben so einen exzessiven Anstieg des intrazellularen Kalziums
(30). Dies fuhrt im Myokard durch Dauerkontraktion zu zusatzlichem Zelluntergang.
Eine pharmakologische Senkung des intrazellularen Kalziumspiegels kann
experimentell die InfarktgroRe um bis zu 50% senken (31,32). Auf den klinischen

Alltag konnen diese Ergebnisse jedoch nicht Ubertragen werden (33,34).

Interessanterweise fuhrt auch die rasche Normalisierung des pH-Werts zu einem
vermehrten Zelluntergang. Dies geschieht zum einen durch das Auswaschen von
Lactat, zum anderen durch die Aktivierung des Na/H+ Transporters und durch den
Na/HCO3; Symporter (35). Der daraus resultierende Schaden mag durch die Offnung
des PTPs erklart werden, auf den im nachsten Abschnitt genauer eingegangen wird
(36). Nach Bond et al. wird die Normalisierung durch Applikation eines sauren
Mediums in der Ratte verzogert und so ein kleineres Infarktareal gesehen. Auch hier
konnen die tierexperimentellen Daten nicht ohne weiteres auf den Menschen

Ubertragen werden (34).

In der postischamischen Phase werden Leukozyten fir die Aufgabe rekrutiert, nekro-
tische Zellen abzuraumen und ggf. durch eine physikalisch tragfahige fibrotische
Narbe zu ersetzen. An diesem Prozess sind vor allem neutrophile Granulozyten und
Macrophagen beteiligt. Zytokine wie Interleukin 6 und TNF alpha, die vom gescha-
digten Myokard freigesetzt werden, initieren bzw. verstarken diesen Prozess (37).
Jedoch haben diese beiden Zytokine nicht nur Einfluss auf die Migration von
Granulozyten, sondern wirken auch auf lebende kardiomyozytare Zellen und beein-
flussen so Apoptose und Zelliberleben. Durch Aktivierung des ischamischen
Endothels werden weitere proinflammatorische Zytokine und Adhasionsmolekile
(Selektine, ICAM-1) exprimiert. Durch die vermehrt adharierenden Immunzellen wird
die postischamische Inflammation verstarkt und die Konzentration reaktiver Sauer-
stoffspezies im Ischamiegebiet gesteigert. So schadigen Sauerstoffradikale und
Wasserstoffperoxid das umliegende Myokard Uber den ischamiebedingten Schaden
hinaus. Die isolierte antiinflammatorische Therapie der Inflammation wahrend des
postischamischen Reperfusionsschadens erbringt jedoch klinisch auch keinen
mafgeblichen Benefit (26).



Ein weiterer wichtiger Faktor bezlglich des Reperfusionsschadens ist die ,mitochon-
drial permeability transition pore®. Dieser unspezifische Kanal der inneren mitochon-
drialen Membran flhrt in gedffnetem Zustand zu einem Zusammenbruch des Poten-
tials an dieser Stelle. Es kommt zur Verarmung an ATP und zum konsekutiven Zell-
tod. Wahrend der Ischamie bleibt dieser Kanal geschlossen. Im Rahmen der bereits
oben genannten Zellschadigungen zu Beginn der Reperfusion o6ffnet sich dieser
Kanal (36,38).

Im experimentellen Setting kann der Reperfusionsschaden das initial zugrunde
gegangene Areal zum Teil deutlich vergrofdern (39). Bis zu 50% der endgultigen
InfarktgroRe konnen im Tierversuch durch den Reperfusionsschaden bedingt sein
(26).

11.5 Therapie des akuten Myokardinfarktes

Zentraler Punkt der Therapie des akuten Myokardinfarktes ist die mdglichst schnelle
Wiedereroffnung des betroffenen Gefales. Dies kann entweder mittels Thrombolyse
geschehen oder mittels percutaner transluminaler Koronarangioplastie (PTCA). Bei
Erreichbarkeit eines Zentrums mit Katheterlabor innerhalb von 60-90 min nach Infarkt

ist primar eine perkutane koronare Intervention anzustreben (28).

Die Sterblichkeit kann durch adjuvante Blutplattcheninhibition z. B. Applikation von
Azetylsalicylsaure 75-325 mg (40), Heparin und GPIlIb/llla Rezeptorinhibitoren (22)

gesenkt werden.

Die genannten Thrombozytenaggregationshemmer verhindern ein weiteres Anwach-
sen des Thrombus, indem sie die Blutplatichen meist irreversibel inaktivieren und die
Gerinnungskaskade unterbrechen. Ebenfalls sollen sie weitere thrombembolische Er-
eignisse wahrend der folgenden Intervention verhindern. In der Zeit vor der Interven-
tion sollte die Herzarbeit méglichst 6konomisiert werden. Dies kann durch Senkung
der Herzfrequenz mit Betablockern erreicht werden. Neben der Verabreichung von
Clopidogrel vor einer PCI haben auch Statine, ACE-Hemmer und Betablocker den
Eingang in die Empfehlung des ERC gefunden (41). ACE-Hemmer haben einen
positiven Effekt auf die frihe Mortalitdt und auf das Langzeitiberleben. Bei friher
Applikation von Lisinopril wird eine verminderte Letalitat im Krankenhaus beobachtet.
So kommt es unter der Therapie mit ACE-Hemmern seltener zu myokardialen

Rupturen, zu elektromechanischen Entkopplungen und zum kardiogenen Schock.
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Auch wahrend des Beobachtungszeitraums von funf Jahren konnten in einer
italienischen Studie eine Verringerung der Mortalitat nach fruhzeitiger ACE-Hemmer-
Gabe beobachtet werden (42).

Die leitliniengerechte Behandlung nach einem kardiovaskularen Ereignis sollte wie
oben erwahnt ACE-Hemmer, Clopidogrel und Aspirin sowie Betablocker beinhalten.
Diese Pharmakotherapie hat das Ziel, Risikofaktoren wie Hypertonie und Hyper-
cholesterinamie auszuschalten und das Remodeling nach dem Infarkt positiv zu be-
einflussen (43). Dies wird in der Studie von Kernis et al bestatigt. Es konnte nachge-
wiesen werden, dass Patienten auch nach einer koronaren Intervention von einer
Betablockade profitieren. Nicht nur die Mortalitat, sondern auch Komplikationen, wie
zum Beispiel Reinfarkte oder Stentthrombosen, konnten durch Verabreichung des

Medikaments im Beobachtungszeitraum verringert werden (44).

Die Inzidenz der akuten Herzinsuffizienz auch als Komplikation nach einem akuten
kardiovaskularen Ereignis zeigt sich in den letzten zwanzig Jahren nicht rucklaufig.
Aufgrund der oben genannten Behandlungsstrategien ist jedoch die Mortalitat deut-

lich gesunken (45).

Die Letalitat nach einem Herzinfarkt ist jedoch nach wie vor hoch. Besonders in der
akuten Phase versterben uber die Halfte der Betroffenen. Ca.58% der Patienten
versterben prahospital, 28% am ersten Tag (46). Es besteht also trotz der oben
erwahnten etablierten, medikamentdsen und interventionellen Therapien nach wie
vor der Bedarf an additiven Ansatzen, um diese noch recht hohe Letalitat gerade am
ersten Kliniktag zu senken. Limitierend scheint hier die HerzinfarktgroRe zu sein.
Untergegangenes Myokard wird durch diverse Umbauprozesse narbig verandert und
kann die eigentliche Funktion nicht mehr wahrnehmen. Als Determinanten hierflr
spielen nicht nur die GrolRe des betroffenen GefalRes und damit die GrolRe des
Versorgungsgebietes eine Rolle, sondern auch zahlreiche zellbiologische Vorgange
wie z. B. die Apoptose (24,25). Wie bereits erwahnt ist der Reperfusionsschaden
malfgeblich flr die endgliltige InfarktgroRe verantwortlich (26). Eine zytoprotektive
Kaskade, die wahrend der Reperfusion eine Rolle spielt, ist die so genannte
Reperfusion injury salvage Kaskade (RISK). Diese umfasst zum einen den PI3K-AKT
pathway, zum anderen den bereits erwahnten ERK %2 pathway. Insulin, insulin-like
growth factor-1 (IGF-1), Transforming growth factor-p1 (TGF-31), Cardiotrophin-1
(CT-1), Urocortin und Bradykinin wirken Uber diesen Weg (47). Eine weitere



Substanz, die auf diese Weise wirkt, ist Erythropoietin (48).

So hat dieses Hormon bereits eine Hemmung der Apoptose und somit der Ver-
kleinerung des insgesamt untergegangenen Areals auf dem Gebiet des apoplek-

tischen Insultes unter Beweis gestellt (49).

1.2 Erythropoietin

1.21 Biochemie und Physiologie

165 Aminosauren bilden das 30kDa grof3e Protein Erythropoietin (EPO). Es besitzt 4
Carbohydrat-Seitenketten. Es wird beim Fo6tus vor allem in der Leber gebildet. Nach
der Geburt ist der Hauptproduktionsort die Niere (peritubulare Zellen) und nur noch
zu einem geringen Teil die Leber. Im Herz konnte bisher keine Produktion von EPO

nachgewiesen werden.

Ein starker Trigger fur die Produktion des Hormons ist die Hypoxie. So steigt die
Menge an zirkulierendem EPO exponentiell zur Abnahme des oxygenierten Hamo-
globins. Die Aktivierung des fur EPO codierenden Gens erfolgt pO, abhangig (50,51).
Durch reaktive mitochondriale Sauerstoffmetabolite werden oxygenierte Zellen flr
Proteine sensibilisiert, die eine gesteigerte Expression des EPO Gens induzieren
konnen. Wichtigstes Protein, das eine vermehrte Expression von EPO induzieren
kann, ist Hypoxia inducibal factor-1 (HIF-1) (52). HIF-1 ist ein heterodimeres Protein
mit alpha- und beta-Untereinheiten und gehort zur Familie der basic helix loop helix
Per-ARNT-Sim Proteine (bHLH-PAS). HIF-1 alpha kann, obwohl es wie HIF-1 beta
translatiert wird, in oxygenierten Zellen nicht nachgewiesen werden. In Abhangigkeit
von O, kann HIF-1 alpha, katalysiert von spezifischen Prolyl-4-Hydroxy-lasen(HIF-
PHD), hydroxyliert werden. Das hydroxylierte Protein kann zusammen mit dem von-
Hippel-Lindau-Tumor-suppressor-Protein  einen Komplex eingehen, der dann
proteosomal degradiert wird. HIF-PHD spielt somit eine grofl3e Rolle bei der Kontrolle
der EPO-Produktion, da es verhindert, dass unter normoxischen Bedingungen HIF-1
alpha in den Zellkern gelangt. PHD-2 und -3 sind ebenfalls Targets von HIF-1 alpha,
was erklart, dass bei chronischer Hypoxie die EPO-Spiegel wieder sinken, da bei

erhdhten HIF 1 alpha Spiegeln PHD-3 hochreguliert wird. Dadurch sinkt der Anteil an
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freiem HIF-1 alpha, welches in den Zellkern gelangen kann (53). Gelangt HIF-1 alpha
in den Zellkern, bindet es an einen Liganden und vermittelt so die Translation und
schliel3lich die Freisetzung von EPO (51,54). Das so freigesetzte Protein zirkuliert
dann zum Knochenmark, wo es an seine Rezeptoren (EPO-R) und den Beta
common Rezeptor bindet. Hierdurch werden erythropoetische Vorlauferzellen
mobilisiert und aktiviert. Auch gehen weniger der Zellen in die Apoptose, was

ebenfalls zu einer gesteigerten Erythropoese flhrt.
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Abb. 1:
Signalwege, die durch den EPO-Rezeptor EPOR im Kardiomyozyten aktiviert werden.
Insbesondere der PI3K-AKT Signalweg ist fiir die Ischamie-Reperfusion des Herzens als RISK-

Signalweg (reperfusion-induced-salvage kinase Signalweg) relevant (47), aus Maiese et al (55)

Der EPO Rezeptor findet sich auch extramedullar, wie zum Beispiel in cerebralem
Gewebe und im Myokard. Durch Bindung von EPO an diesen Rezeptor dimerisiert
dieser und setzt so zellulare Kaskaden in Gang. PI3/AKT stellt ein wichtiges Target
der EPO-vermittelten Wirkung dar. Cai et al. bestatigten dies durch gezielte Inhibition

dieses Pathways mit Wortmannin (56,57). Ein Teil dieses Wirkungsverlustes, so
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konnte durch Miki gezeigt werden, kann durch eine ERK abhangige Vermittiung
kompensiert werden (58). Auch andere Kaskaden, wie die Januskinase 2 (Jak2) und
die "signal transducing and activators of transcription 5" (STAT5) werden nach
Dimerisation des EPO-R phosphoryliert und so aktiviert. Ebenfalls spielen RAS, RAC
und MAPK eine Rolle bei der Vermittlung der EPO Wirkung (59) (vgl. Abbildung 1).
Abgesehen von der erythropoetischen Wirkung legt die extramedullare Existenz von
EPO-R (60) nahe, dass weitere Effekte in anderen Organen vorhanden sind. Dies
wurde zuerst in humanen Nabelvenen Endothelzellkulturen nachgewiesen (61,62).
EPO stimuliert das Wachstum und die Mobilitat der Endothelzellen. Dem vaskularen
Wirkungsbereich ist sicher auch die Forderung der Produktion von vasoaktiven
Substanzen (63) sowie die Initiierung der Neovaskularisation zuzuordnen (64). Des
Weiteren beeinflusst EPO die glatten Muskelzellen der Gefale, indem es
zytosolisches Ca®* freisetzt und somit die Kontraktilitat erhdht. Phospholipase C und
Protooncogene in diesen Zellen werden aktiviert bzw. freigesetzt. Somit scheint EPO
ein Wachstumsfaktor flr die vaskularen glatten Muskelzellen zu sein (65,66). Im
zentralen Nervensystem werden EPO und EPO-R funf Wochen nach Konzeption
nachweisbar. EPO-R wird von Neuronen, Astrozyten und endothelialen Zellen der
Kapillaren im ZNS exprimiert (67-69). EPO zeigt in mehreren Studien neuroprotektive
und neurotrophe Effekte (68). So schitzt EPO hippocampale Neuronen vor dem
Glutamat-induziertem Zelltod (70).

Neben dem bereits erwahnten Rezeptor EPO-R existiert noch der Beta Common
Rezeptor (BcR), der ebenfalls durch das Protein aktivierbar ist. Dieser Rezeptor
scheint im Gegensatz zu EPO-R keine hamatopoetischen Eigenschaften zu
mediieren, sondern ausschliel3lich gewebeprotektive Eigenschaften zu vermitteln
(71). Hinweise hierfur werden durch EPO-Derivate gefunden, die sehr wohl gewebs-
protektiv sind, jedoch nicht erythropoetisch. RcR-knockout-Mause weisen eine

normale Erythropoese auf (71).

Die vielen Reaktionspartner fur EPO-R mdgen Ursache der vielen verschiedenen
Wirkungen von EPO sein. Diese sind physiologischerweise, wie erwahnt der RcR, die
signallubertragende Untereinheit des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimu-

lierenden-Faktor und der Interleukin-3 und -5 Rezeptoren (71).
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1.2.2 Anwendungen und Entwicklung

Die Idee einer hormonellen Regulation der Hamatopoese wird zuerst von Paul
Carnot 1906 schriftlich fixiert (51). Er schlief3t auf einen hamatopoetischen Faktor
und nennt diesen ,Hematopoietin®. Der Begriff wird 1948 von den Finninnen Eva
Bonsdoff und Eva Jalavista durch Erythropoietin ersetzt (51). 1977 wird natives
humanes EPO erstmalig isoliert. 1985 wird das codierende Gen zum ersten Mal
geklont (51). Das Protein wird bei Patienten mit Anamie bzw. chronischem Nieren-
versagen eingesetzt. Bevor EPO in relevanten Mengen fur den klinischen Einsatz
vorhanden war, wurden solche Patienten mit Kobalt behandelt, das ein ungunstiges
Nebenwirkungsprofil aufwies. Weitere Versuche bei chronisch Nierenerkrankten mit
Androgenen und LH konnten die Erwartungen nicht erflllen. Die erythropoetische
Wirkung von EPO wird zuerst von Oliva et al. 1949 nachgewiesen. Vor 20 Jahren
wird von Eschbach der erste Fallbericht verdffentlich, der die Wirksamkeit von EPO
bei chronischem Nierenversagen belegt. EPO erhéht den Hamatokrit, behebt den
hyperdynamen Status des Herzens und kann die Progression des Nierenversagens

verlangsamen (72).

Auch die Neuroprotektion ist experimentell gesichert und wird derzeit in klinischen
Studien Uberprift. Ehrenreich et al. fihrten eine Doppelblindstudie mit 40 Apoplex-
Patienten durch (73). Der Trend zeigt hier eine Reduktion der Infarktgréf3e und
letztendlich auch eine verbesserte neurologische Erholung (73). Patienten mit
Schizophrenie profitieren ebenfalls von der EPO Gabe. Dies zeigt sich durch

verbesserte kognitive Fahigkeiten (74).

Untersucht wurde EPO auch im Zusammenhang mit Tumoren. Die pleiotrophen
Effekte des Proteins wirden nahe legen, dass maligne Zellen durchaus von dem
Protein profitieren (75). Ein Anhaltspunkt dafir kénnte das Vorhandensein von EPO-
R mRNA in Brust- (76), Lungen- (77,78), Nierenzell- (78), Cervix- und anderen
Karzinomen des weiblichen Reproduktionstraktes sein (79). In vitro verandert sich
das Uberleben der malignen Zellen jedoch nur bei sehr hohen EPO Dosen, die in
Patienten niemals erreicht wirden. So fehlt bis jetzt noch die Evidenz flir einen
Zusammenhang zwischen EPO-R Expression und EPO mit dem Tumorwachstum. In
Verbindung mit Zytostatika wird deutlich, wie kontrovers sich die Sachlage darstellt.

Liu et al beschreiben, dass EPO Tumorzellen vor einem zytotoxischen Effekt schitzt
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(80). Genauso gibt es jedoch auch Berichte, dass EPO in Verbindung mit
Daunorubicin eine hohere Wirksamkeit im Nierenzellkarzinom erzielt (81,82). Die

abschlielRende Klarung dieser Zusammenhange ist Gegenstand aktueller Studien.

1.3 Embryonale endotheliale Progenitorzellen

Die Stammzelltherapie bei kardialen ischamischen Erkrankungen scheint eine
vielversprechende Therapieoption zur Behandlung des ACS zu sein. Es ist bekannt,
dass das Herz uber Regenerationsmechanismen verfugt, die durch Stammzellen
positiv beeinflusst werden konnen. Dieser Eigenschaft liegen mehrere Wirkme-
chanismen auf verschiedenen Ebenen zugrunde. Zum einen kann ein direkter
protektiver Effekt auf die Myozyten konstatiert werden. Zum anderen werden durch
parakrine Aktivitat zum Beispiel die leukozytare Infiltration, die Neovaskularisierung
und die strukturelle Erneuerung nach einem ischamischen Ereignis positiv beeinflusst
(83,84).

Biochemie und Physiologie

Grundsatzlich werden zwei Typen von Stammzellen unterschieden: Embryonale und
adulte. Die adulten kdnnen weiter in drei Gruppen eingeteilt werden: im Knochen-
mark residierende Stammzellen, zirkulierende Vorlauferzellen (aus dem Knochen-
mark und anderen Organen stammend) und gewebsstandige Stammzellen.

Das Knochenmark enthalt mehrere Subpopulationen von Vorlauferzellen. So sind
hier zum einen die hamatopoetischen Stammzellen (HSCs), die sogenannten Seit-
populationen, und die mesenchymalen Zellen zu nennen (85,86). Eine Untergruppe
der mesenchymalen Zellen stellen die multipotenten adulten Progenitorzellen, zu
denen auch die endothelialen Progenitorzellen gehdéren, dar (87). Gerade diese
scheinen bei Reparaturvorgangen nach Ischamie-Reperfusion eine wichtige Rolle zu
spielen.

Wahrend der Suche nach angiogenetischen Zellen fir eine therapeutische Angio-
genese wurde eine Gruppe von zirkulierenden Stammzellen im Blut entdeckt.
Asahara et al. nannten diese Zellen endotheliale Progenitorzellen (88). Diese waren

charakterisiert durch Expression von hamatopoetischen Stammzellmarkern CD 133
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und CD 34 sowie dem endothelialen Marker VEGF Receptor 2. Die so charak-
terisierten Zellen zeichnen sich durch das Potential aus in ischamischen Gebieten die
Neovaskularisierung zu steigern und neue Blutgefale zu bilden (83).

Stammzellen sind in der Lage, die Anzahl von Kapillaren im ischamischen Areal
deutlich zu erhdhen (89). Mittels parakriner Effekte der EPCs kdnnen Apoptose
reduziert und stationdre kardiale Stammzellen aktiviert werden. In diesem Zu-
sammenhang spielen VEGF, SDF-1 und IGF-1 eine maligebliche Rolle (99).
Infundierte mesenchymale Zellen aktivieren stationare kardiale Stammzellen und

verbessern so endogene Reparaturvorgange (84).

Durch Zelluntergang wird nach einem ischamischen Ereignis eine Immunantwort
getriggert. Eine UberschieRende entzliindliche Reaktion vergrofert das geschadigte
Areal. Mesenchymale Stammzellen kénnen diese Immunantwort mitigieren bzw.

modulieren.

Embryonale EPCs, wie in dieser Arbeit verwendet, weisen ahnliche protektive
Eigenschaften wie die adulten Stammzellen auf. Adulten Stammzellen fehlen pluri-
potente Eigenschaften, was durch ein Fehlen von Oct-4 nachweisbar ist. B-Integrine
und MHC | Molekule werden von diesen Zellen nicht exprimiert. Das Fehlen der MHC
Molekule erklart auch ein zumindest temporar nachweisbares Immunprivileg dieser
Zellen (90). Diese Zellen sind in der Lage selektiv in ein ischamisches Gebiet
einzuwandern. Dies geschieht durch SDF 1 und seinen Rezeptor CXCR4 (CXC
chemokine receptor 4), den E-Selektin-Liganden ESL und den P-Selektin-Liganden
PSGL-1 (91,92). Der CXCRezeptor 4 scheint unter anderem malgeblich fur die
zielgerichtete Migration als auch flr das angiogenetische Potential der EPCs ver-
antwortlich zu sein (93,94). Durch Hemmung des Rezeptors wird nicht nur die
Bewegung auf SDF-1 gemindert, es werden auch weniger Zellen bei einer Ischamie

induzierten Neovaskularisierung beteiligt (94).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Sowohl endotheliale Progenitorzellen als auch Erythropoietin  haben ein

zytoprotektives Potential. So ergibt sich fur diese Arbeit folgende Fragestellung:

1.  Kann durch eine Erythropoietin-Einmalgabe ein akuter kardioprotektiver Effekt

erreicht werden?

2. Kann durch die Koapplikation von Erythropoietin und eEPCs im Mausmodell ein

additiver kardioprotektiver Effekt erreicht werden?

3. Hat Erythropoietin einen akuten kardioprotektiven Effekt bei retrograder
Applikation ohne die Mobilisation von Zellen aus dem Knochenmark bzw. ohne

die Erhdhung des Hamatokrits ?

4. Ist der kardioprotektive Effekt mit dem der endothelialen Progenitorzellen ver-

gleichbar ?
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2 Methoden

Im Folgenden werden die Methoden und andere Materialien vorgestellt, die fur die

Beantwortung der in der Einleitung erwahnten Fragestellung geeignet scheinen.

2.1 In vitro Versuche

Im ersten Abschnitt soll die Methodik der in vitro Versuche erlautert werden. Diese
beinhalten die Myozytenapoptose in der Hypoxiekammer und die Adhasionsversuche

in der Ibidi® Flusskammer.

211 Myozytenapoptose

Fur diesen Versuch werden Myozyten von drei Tage alten Wistar-Ratten (Charles
River WIGA GmbH, Sulzfeld, Deutschland) prapariert (95). Nach zwei Tagen werden
diese Zellen fur vier Stunden in eine Hypoxie-Kammer gelegt (Billups Rothenberg,
California, USA). Zum Erreichen einer Hypoxie wird 95%iges Stickstoffgas in die

Kammer eingeleitet.

Nach einer Stunde Reoxygenierung saugt man das Medium ab und spult die Platte
mit PBS. Die Herzmuskelzellen farbt man mit Trypanblau, anschlieRend mikro-
skopiert (Zeiss, Jena, Germany, Axiovert 100), photographiert und zahlt man sie. Es
werden 40x VergroRerungen und 10x VergroRerungen angefertigt. Es wird der Anteil

der vitalen Zellen gegen den der apoptotischen verglichen.

Es werden insgesamt funf Gruppen gebildet. Eine Gruppe wird unbehandelt der
Hypoxie/Reoxygenierung unterzogen (n=5). In der zweiten Gruppe (n=5) werden
500.000 embryonale epitheliale Progenitorzellen unmittelbar vor Hypoxiebeginn
zugegeben. Diese werden zuvor in einem permeablen Einsatz (Biocoat, Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) kultiviert, der auf die Myozytenplatten aufgesetzt
wird. Der Einsatz wird bis zum Ende der Reoxygenierung belassen. Die Zellen
werden nach Hatzopoulos et al gewonnen (90). Hierfir werden am Tag 7,5 der
Embryonalentwicklung Zellen aus den Vascular Bodies von transgenen Mausen
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isoliert. Die Tiere tragen ein [R-Galaktosidase Gen mit einem
Thrombomodulinpromotor. Die so gewonnen [-Galaktosidase positiven Zellen
werden auf mit embryonalen Mausfibroblasten (feeder cells) beschichteten Platten
kultiviert. X-Gal farbt die embryonalen, endothelialen Progenitorzellen blau. Diese
werden nun isoliert und expandiert. In Zellkultur sind die eEPCs ohne Veranderung

des Phanotyps kultivierbar.

In der dritten Gruppe werden 15 IE Erythropoietin unmittelbar vor der Hypoxie dem
Medium zugegeben (n=5). Die Substanz kann bis zum Ende der Reoxygenierung

wirken.

In der vierten Gruppe werden 15 IE Erythropoietin zu Beginn der Reoxygenierung

gegeben und fur die Dauer derselben belassen (n=5).

In der finften Gruppe werden vor der Hypoxie eEPCs und Erythropoietin (n=5) in den
erwahnten Dosierungen verabreicht. Dies geschieht wie bereits in Gruppe zwei und

drei beschrieben.

21.2 Adhaesionsversuche

Die Versuche werden mit Ibidi© u-Slides | (Vitaris AG, Baar, Germany) (IbiTreat

gecoated mit Fibronectin) Durchflusssystemen durchgefihrt.

Kaninchen-Endothelzellen bedecken die Oberflache der Slides und sind einen Tag
vorher gemeinsam mit den Kammern in einem Inkubator &aquilibriert. 100l
Kaninchen-Endothelzellsuspension wird in den Flusskanal, 600ul zellfreie
Suspension in das Reservoir gegeben. Die Reservoirdeckel setzt man lose auf. Bei
37 Grad bildet sich nach 2-3 Tagen ein geschlossener Zellrasen. Die Endothelzellen
werden durch Zugabe von LPS (1ng/100ul) oxidativem Stress ausgesetzt. Nach
eben dieser Vorbereitung erfolgt die Perfusion der Kammern mit eEPCs. Die
Kammern werden einmal mit unbehandelten eEPCs (n=3), einmal 24 Stunden mit 20
IE EPO inkubierten eEPCs (n=3) perfundiert. Als Positivkontrolle dienen transient
p65pcDNA transfizierte eEPCs (n=3).

Die eEPCs werden wie beschrieben nach Hatzopoulos et al (90) gewonnen und
entstammen der selben Kultur wie die bereits erwahnten. Die Stammzellen sind mit

Dil (Molecular probes®, Life technologies, Darmstadt, Deutschland) gefarbt und auf
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200.000/ml verdunnt. Dil farbt selektiv embryonale Stammzellen. Mit einer Forderrate
von 8ml/h werden die Kammern perfundiert und anschlie®end mit PBS (4ml,
Forderrate 12ml/h) gewaschen. Die gefarbten, adharenten Zellen kénnen dann
fluoreszenzmikroskopisch ausgezahlt werden. Pro Slide werden zehn Gesichtsfelder

ausgezahlt.

2.2 In vivo Versuche

In diesem Abschnitt soll die Methodik der in vivo Versuche erlautert werden. Es wird
zum einen mit dem Langendorff Modell (vgl. Abbildung 2) zum anderen im Grof3-

tiermodell gearbeitet.

2.21 Langendorff-Versuch

Fur diesen Versuch werden C57B6 Mause (Charles River WIGA (Deutschland)
GmbH, Sulzfeld) zwischen 24g und 34g verwendet. Diese werden mit 0,35 mg
Ketanest® und 0,05 mg Rompun® intraperitoneal analgosediert. Die Tiere werden

gewogen und auf einer schiefen Ebene fixiert.

Praparation und Versuch

Es erfolgt eine Thorakotomie links lateral des Sternums mit Exzision der linken
Thoraxwand. Die herznahen GefalRe werden dargestellt und frei prapariert. Anschlie-
Rend wird eine stumpfe Kanule mit distaler Einkerbung durch eine Inzision zwischen
Truncus brachiocephalicus und Aorta in die Aorta so eingefuhrt, dass das Herz Uber
die Koronararterien perfundiert ist. Die Kanule wird mit einem vorgelegten Faden (6-0
Prolene, Ethicon, Johnson & Johnson Intl., St-Stevens-Woluwe, Belgien) fixiert. Das
Einbringen der Kanule dauert nicht langer als 5 Minuten und wird immer mittels

Stoppuhr Uberwacht. Sofort wird frisch oxigenierte Krebs/ Henseleit Losung (CaCI2
2,5mM, Kh2P04 1,2mM, Pyruvat 2,0mM, KCI 3,8mM, MgCI2x6H20 1,2mM, NaHCO3,

15,5mM, Glukose 11,5mM, Mannitol 16mM, NaCl 121,5mM, EDTA 0,05mM)
infundiert. Die Losung wird in einem Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Zuvor wird die

Lésung mit O, und CO; so equilibriert, dass ein konstanter pH von 7,4 vorherrscht.
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Abb. 2: Langendorff Versuchsaufbau aus Granetzny et al (96)

Das an der Nadel fixierte Herz wird nun in das Gerat eingebracht. Das Herz wird
druckadaptiert mittels Peristaltikpumpe perfundiert (Reglo analog MS-2/6-160, HSE,
Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten) (vgl. Abbildung 2). Das Perfusat wird
mittels oben genannter Pumpe durch einen Microfilter (Millex GP-Filter 0,22um,
Millipore, Bedford, MA, USA), dann durch eine Heizspindel geleitet. In einer Luftfalle
werden Luftblasen entfernt, so dass der Druck fehlerfrei zwischen Falle und Herz
gemessen werden kann (Statham Transducer, BD GmbH). Die Nachlast ist so
justiert, dass im linken Ventrikel ein Druck zwischen 60 und 90 mm/Hg herrscht.
Nach einer Standardeinschlagphase von 20 Minuten erfolgt dann je nach Versuch
eine 20 mindtige Ischamie mit anschlieBender 15 minltiger Reperfusion. Die
Ischamie wird durch Umlegen des Dreiwegehahns und der damit verbundenen
fehlenden Perfusion der Koronarien simuliert. Die Funktionsuberwachung erfolgt zum
einen optisch, zum anderen durch Messung des Drucks in der Aorta. Die Substanzen
werden ab Minute eins der Reperfusion Uber acht Minuten mittels Perfusor
(fresenius®, Bad Homburg, Germany) in die zufihrende Leitung gegeben. Die
Organe werden nach Versuchsende unmittelbar in rechten und linken Ventrikel

separiert und anschlie®end in flissigem Stickstoff konserviert.
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Zugegebene Substanzen

Es werden 12IE EPO Uber acht Minuten mittels Perfusor (fresenius®, Bad Homburg,
Germany) ab Minute eins Reperfusion (n=2) gegeben.

Die embryonalen endothelialen Progenitor-Zellen werden wie beschrieben nach
Hatzopoulos et al (90) gewonnen. Diese Zellen tragen typischerweise fruhe
endotheliale Marker wie z.B. iINOS, von Willebrand Faktor und VE-Cadherin.

Die eEPCs werden fur die Applikation im Versuch mit PBS verdinnt. Um zu
untersuchen, ob ein dosisabhangiger Effekt vorliegt werden dann 150.000 (n=2) bzw.
1.000.000 (n=2) Zellen nach der Ischamie analog zu EPO verabreicht. In Gruppe E
werden 1.000.000 Zellen und 12IE EPO zusammen infundiert (n=2).

Versuchsgruppen

Die Versuchstiere sind in folgenden Gruppen zusammengefasst (n=2):

Group A 20 min Einschlagphase, 20 min Ischamie, 15 min Reperfusion

Group B 20 min Einschlagphase, 20 min Ischamie, 150.000 eEPCs, 15 min

Reperfusion

Group C 20 min Einschlagphase, 20 min Ischamie, 1.000.000 eEPCs, 15 min

Reperfusion

Group D 20 min Einschlagphase, 20 min Ischamie, 12IE Erythropoietin, 15 min

Reperfusion

Group E 20 min Einschlagphase, 20 min Ischamie, 12IE Erythropoietin und
1.000.000 eEPCs, 15 min Reperfusion
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222 Ischamie/Reperfusionsschaden am Schweineherzen in einem
Modell des perkutanen akuten Myokardinfarktes

Im Folgenden sollen nun die im GroRtierversuch verwendeten Methoden dargestellt
werden. Dieser Abschnitt umfasst zum einen die Vorbereitungen, den

Versuchsablauf an Tag eins und an Tag zwei.

2.2.21 Erster Versuchstag

Vorbereitung

Verwendung finden Tiere der Gattung deutsches Hausschwein. Diese werden vor
dem Versuch vereinzelt und ihnen wird i. m. folgende standardisierte Narkose in den

Nacken verabreicht:

e 1mg Atropin

e Azepromazin (Stresnil®)
e 10mg Ketamin

e 0,2mg Fentanyl©

Nach ausreichender Analgosedierung legt man den Tieren noch im Stall einen peri-
pheren vendsen Zugang in eine Ohrvene. Die Narkose wird mittels Midazolam
vertieft, man intubiert endotracheal und Uberwacht mit einem Pulsoxymeter
(Nellcor®, Bochum, Deutschland) die periphere Sauerstoffsattigung. Unter Beutelbe-
atmung erfolgt der zlgige Transport in den OP. Auf dem Tisch wird das Tier fixiert,
an die maschinelle Beatmung (Siemens® Servo 900, Erlangen) angeschlossen und
kontrolliert beatmet. Die Vitalparameter werden mittels EKG (Siemens® medical,
Erlangen), Pulsoxymeter (Nellcor®, Bochum) und invasiver arterieller RR-Messung
stetig angezeigt. Die Narkose wird mit Propofol© (Fresenius Medical Care Dtl.
GmbH, Bad Homburg) und Isoflurane® (Baxter Deutschl. GmbH, Heidelberg)

weitergefuhrt.

Mit einem Elektrokauter inzidiert man uber ca. 5 cm die Haut Uber dem Musculus
sternocleidomastoideus. Um die arterielle Schleuse (9 French, Medtronic®,

Dusseldorf) zu platzieren, wird am medialen Rand des Musculus sternocleidomastoi-
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deus nach dorsal prapariert. Die Arteria carotis communis wird dargestellt, cranial
abgebunden und distal mit einer Ligatur umschlungen. Mit einer kleinen Schere
schneidet man das Gefal} ein. Durch Zug an der kaudalen Ligatur verschliel3t man
die Arterie temporar, so dass der Fuhrungsdraht ohne Blutverlust eingefiihrt werden
kann. Die Schleuse wird eingefuhrt und mittels Ligaturen fixiert. Die RR- Messung
wird geeicht und angeschlossen (Stetham Transducer, Hellige-Monitor, Freiburg).
Analog wird auf der vendsen Seite mit einer 11 French Schleuse (Medtronic®,
Dusseldorf) verfahren. Uber die vendse Schleuse infundiert man NaCl 0,9%
(2ml/kg/Stunde), 80mg Amiodaron®, 10 mg Mg* und bei Bedarf Haes 6%. Das
Propofol® wird mit einer Flussrate zwischen 4 mi/h und 8ml/h kontinuierlich

appliziert. Es werden 10.000IE Heparin verabreicht.

Versuch

Uber die arterielle Schleuse wird der linksventrikulédre enddiastolische Druck
(LVEDP) bzw. der linksventrikulare Druck (LVP) mittels eines Pigtailkatheters
(Cordis©,Reading, Miami, USA) aufgezeichnet.

Die vendse Schleuse verwendet man dazu, Uber einen Concord® Katheter einen
18er Draht (Cordis©, Reading, Miami, USA) in der abfuhrenden Koronarvene zu
platzieren. Der Concord© Katheter wird nach Lagekontrolle durch einen SSRO
Katheter ersetzt. Einen 7 French Judkins rechts® Katheter mit Slideholds versieht
man mit einem Y-Stlck und fuhrt ihn Uber die arterielle Schleuse ein. Einen 14er
Draht (Cordis©, Reading, Miami, USA) schiebt man in die LAD vor, um dann hier
distal des ersten diagonalen Astes mittels eines aufblasbaren Ballons die Ischamie
zu induzieren. Den 3.0 x 12mm Ballon platziert man wie oben beschrieben und blockt
ihn mit 6 atm Druck. Der so herbeigefuhrte Infarkt wird fur 60 Minuten aufrecht-
erhalten. In Minute 55 der Ischamie beginnt man mit der retrograden Infusion mittels
SSR-Infusomaten. Man appliziert 20.000 IE EPO bzw. 5 Mio eEPCs in PBS Uber 10
Minuten. Die Kontrollgruppe wird nicht therapiert. Das Tier erhalt i.v. 750mg
Cefuroxim als Infektprophylaxe. Ein kleines Blutbild wird entnommen und sofort
ausgewertet. Die Katheter werden entfernt, die Gefale ligiert und der Schnitt
schichtweise verschlossen. Ein Gudeltubus halt die Atemwege in der Aufwachphase
offen.
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2.2.2.2 Zweiter Versuchstag

Mit Narkose und Schleusen wird wie an Tag eins verfahren. Man fuhrt einen Pacer
(Siemens medical®, Erlangen) Uber den vendsen Schenkel ein. Ein Conductance-
katheter wird Uber den arteriellen Zugangsweg positioniert und es werden Mes-
sungen der globalen Myokardfunktion durchgefuhrt (LVEDP). Anschlieend appliziert
man 2 ml Pancuronium® und 0,2 mg pro kg KG Fentanyl® als Vorbereitung fur die
Thorakotomie. Wie an Tag eins wird Blut fir ein kleines Blutbild enthommen und
ausgewertet. FlUr die Thorakotomie wird das Sternum freiprapariert und in der
Mittellinie gespalten. Das Perikard wird median erdffnet. Durch kleine ca. 2 mm lange
Schnitte werden Ultraschallkristalle im Myokard verankert. Hierbei handelt es sich um
Piezo-Kristalle (vgl. Abbildung 3), die jeweils als Sender und Empfanger fungieren
und somit eine Berechnung der myokardialen Segmentverklrzung ermaoglichen. Als
Referenzregion dient ein nicht ischames Areal im Versorgungsgebiet des Ramus

circumflexus.

Abb. 3: Sonomicrometriekristalle

Mit dieser Methode wird das gesunde Myokard, die area at risc (AAR) und das In-
farktareal vermessen. Um die Funktion auch unter Stress darzustellen, visualisiert
man die Abstande bei Baseline, gepaceten 80, 100, 120, 140 und 160 Schlagen pro
Minute. Methylenblau wird in den linken Ventrikel eingespritzt, um vitales Gewebe zu

farben. Mit gesattigter Kaliumchlorid Losung wird das Tier anschlieRend euthana-
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siert und das Herz entnommen. Mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) werden Areale
mit intakter Atmungskette sichtbar. Man appliziert TTC in den durch Umstechung
abgedichteten Ramus interventrikularis anterior. FUnf transversale Schnitte werden
angefertigt und abfotografiert und spater planimenterisch analysiert. Fur histoche-
mische und molekularbiologische Untersuchungen werden Gewebeproben aus dem

ischamischen und nicht-ischamischen Areal enthommen und kryokonserviert.

2.3 Auswertung der in vivo Versuche

Im nachsten Abschnitt werden die Methoden geschildert, die zur Gewinnung der Er-

gebnisse aus dem Langendorff- und Grolfitierversuch verwendet wurden.

2.3.1 Western Blots

Um den Grad der Aktivierung des AKT pathways darzustellen, wird eine Western Blot

Analyse durchgefuhrt.

Vorbereitung
Proben:

Das bei minus 80 Grad tiefgefrorene Herzgewebe wird gewogen und mit einem Ultra-
turrax® (lka industries, Germany) unter Zugabe von 1 ml Puffer A zerkleinert.

Durch ein Netz wird das Lysat in 1,5 ml Eppendorfgefal} pipetiert (Siebgewebe Poly-
amid 100 um Porengrolie, Neolab, Heidelberg, Germany) und funf Sekunden bei
14.000 Umdrehungen zentrifugiert. Den Uberstand fiillt man in ein neues Eppendorf-
gefald um und zentrifugiert dies wiederum bei 14.000 Umdrehungen pro Minute und
bei 4 Grad fiir 20 min. Das Cytosol (Uberstand) aliquotiert man in 6 Eppendorfgefafie
a 100 pl. Eines davon wird dann zur Proteinmessung verwendet. Den Proteingehalt
bestimmt man photometrisch und verdinnt es mit Puffer A auf 15 pl. 3 pl
Lammlipuffer werden dann dem Gemisch zugesetzt (vgl. Anlage 1, Tabelle 1).
Abschlief3end erhitzt man die Proben fir zehn Minuten auf 95 Grad.

Die Platten (Bio rad Laboratories, Minchen, Germany) werden gereinigt und in der
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vorgesehenen Halterung fixiert. Die Gels bereitet man folgendermalen vor:

Zuerst wird das 10% Gel (vgl. Anlage 1, Tabelle 3) zwischen Glas- und Metallplatte
gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet, um einen glatten oberen Rand zu er-
halten. Nach einer kurzen Trocknungszeit gie3t man den Alkohol ab und spilt den
freiwerdenden Raum mit destilliertem Wasser. Nun fullt man das 4%ige loading Gel
(vgl. Anlage 1, Tabelle 2) so ein, dass der Platz bis zum Ende der Platten ausgefullt
wird. Zugig setzt man den Kamm ein. So vorbereitet wird alles in die mit Running-
Buffer (vgl. Anlage 1, Tabelle 4) befillte Laufkammer (Bio rad Laboratories,

Minchen, Germany) eingesetzt. Der Kamm wird vorsichtig entfernt.

Durchfiihrung

Die wie oben beschrieben vorbereiteten Proben werden in die Gelkammern pipetiert
und die Apparatur mit dem Deckel verschlossen.

Dann schliet man eine Spannung von 95 V fur 10 Minuten an. Nach dieser Zeit
erhdht man die Spannung auf 130-135 V. Die Laufzeit beendet man zu dem Zeit-
punkt, zu dem sich der blaue Farbstoff bis auf 0,5 cm der Unterkannte angenahert
hat.

Das Gel wird nun vorsichtig, von Blotting Buffer (vgl. Anlage 1, Tabelle 5) umspdult,
von den Platten abgeldst.

Es wird auf eine Nitrocellulosemembran aufgebracht. Diese Membran ist vorher 10
Sekunden in Methanol eingelegt. Der Gel-Zelluloseverbund wird nun zwischen Pa-
pierfliese und Schwammchen in das Blottinggitter eingespannt. In der Blotting-
kammer fixiert man darauf die Proteine bei 80 V fir 90 bis 110 Minuten auf der
Membran.

Dann entnimmt man die Membran und I6st das Gel vorsichtig ab. Nach kurzem
Waschen mit PBS wird in 5% Milch in PBS-T der Versuchstrager fixiert. Der erste
Antikoérper (AKT: AKT goat polyklonal; pAKT: pAKT rabbit polyklonal (Santa Cruz
biotechnology® Heidelberg, Germany)) wird in Milch verdinnt aufgetragen. Der
Ansatz bleibt bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Im nachsten Schritt wascht man die
Zellulose 2x 10 Minuten in PBS und 0,1% Tween. Eine Stunde belasst man den
zweiten Antikdrper (AKT: donkey anti goat polyklonal IgG HRP, pAKT: goat anti
rabbit polyklonal IgG HRP, (Santa Cruz biotechnology® Heidelberg, Germany)) in
5% BSA bei Raumtemperatur auf dem Blot. Zwei mal 10 Minuten wird in PBS und

0,1% Tween, dann einmal nur in PBS gewaschen. ECL (Amersham Pharmacia
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Biotech Europe GmbH, Nurmbrecht, Germany) mischt man zu gleichen Teilen und
wascht es nach einer Minute wieder ab. Diese Chemolumineszenz bindet selektiv an
die Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase /HRP) konjugierten Antikorper.

Abschliel3end erfolgt die Visualisierung durch einen lichtempfindlichen Film.

2.3.2 Myeloperoxidase

Als Indikator fur die leukozytare Infiltration von Gewebe dient die Myeloperoxidase

(97). Die Messung der Myeloperoxidase wird nach Xia und Zweier durchgeftihrt (98).

Vorbereitung:
Die Puffer werden wie in Anlage 1 dargestellt vorbereitet. (vgl. Anlage 1, Tabelle 6-8)

Gewebepraparation:

Hierfur werden 150 mg Gewebe abgewogen, 3 ml 50mM Phosphatpuffer pH 6,0 und
0,5% Hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB) zugegeben und die Substanzen
mit dem Ultra turrax® (lka industries, Germany) zerkleinert. Diese Mischung be-
handelt man zehn Sekunden mit Ultraschall. Nach dreimaligem Einfrieren (-80 Grad)
und Wiederauftauen (Raumtemperatur) wird das Lysat wiederum zehn Sekunden
Ultraschall ausgesetzt. 30 Minuten zentrifugiert man dann bei 15 °C und 40.000g (UZ
Beckmann, Tl 60-Rotor, 20000 rpm). 100ul des Uberstandes konnen darauf in die

MPO Messung eingesetzt werden.

Messung

100ul der Proben werden mit 2,9 ml 50mM Phosphatpuffer (vgl. Anlage 1, Fig.8) pH
6,0 0,53mM O-Dianisidin (z.B.10 ml Phosphatpuffer, 1,68 mg O-Dianisidin, 15pl
H20,) in eine MikrokUvette pipettiert. Dieses Lysat vermisst man dann nach genau 20
Minuten bei einer Wellenlange von 460 nm photometrisch. (Kontrolle: (n=4); eEPCs:
(n=4); EPO: (n=3))
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2.3.3 Histologische Auswertung

Nach Euthanasie des Schweines durch intraventrikulare Applikation von
Kaliumchlorid und nach Applikation von TTC in die LAD werden funf transversale
Schnitte angefertigt. Die Schnitte fotographiert und planimetriert man dann mit
Microsoft Photoshop. Die Infarktflache und die AAR misst man mittels Microsoft
Photoshop aus. Sie unterscheiden sich durch farbliche Unterschiede nach TTC
Farbung. Es wird dann zum einen das Infarktareal im Verhaltnis zur AAR in Prozent
angegeben, zum anderen die AAR im Verhaltnis zum linken Ventrikel. (Kontrolle:
(n=6); eEPCs: (n=7); EPO: (n=3))

2.4 Statistik

Alle aufgefuhrten Mittelwerte werden mit Standardabweichung (£S.D.) angegeben.
Die statistische Auswertung erfolgt mittels der Software SPSS (Version 17). Die
unterschiedlichen Versuchsgruppen werden bei Normalverteilung der Daten mittels
T-Test oder — bei multiplen Gruppenvergleichen - mittels einfaktorieller ANOVA
verglichen. Bei nicht normalverteilten Daten - auf Normalverteilung wird mittels
Shapiro-Wilk-Test gepruft - findet der Mann-Whitney-U-Test fur die paarweisen

Gruppenvergleiche Verwendung. Das Signifikanzniveau wird fur p<0,05 festgelegt.
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3 Eigene Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt sollen Ergebnisse der selbst durchgefihrten Versuche dar-
gestellt werden. Diese dienen zur Klarung der bereits in der Einleitung genannten

Fragestellung.

3.1 In vitro

Im ersten Teil wird an zellularen Modellen untersucht, ob EPO bzw. eEPCs Einfluss
auf das Uberleben von Myozyten nach Hypoxie und Reoxygenierung haben. Es wird
des Weiteren verglichen, ob der Zeitpunkt der Applikation das Ergebnis beeinflusst
und ob bei Koapplikation von eEPCs und EPO ein positiver additiver Effekt zu
beobachten ist. Gegenstand der Untersuchung in der Zellkultur ist ebenso, ob EPO
zu einer vermehrten Adhasion von Vorlauferzellen an hypoxieexponiertem Endothel
fahrt.

3.11 Myozyten

In der Zellkultur werden neonatale Rattenmyozyten flr vier Stunden oxidativem
Stress ausgesetzt und anschlieRend eine Stunde reoxygeniert. Durch die Zugabe
von eEPCs und EPO vor bzw. nach Hypoxie fur die Dauer der Reoxygenierung wird
das MyozytenUberleben im Mittel um das 3,28 fache gegenuber den unbehandelten

Zellen verbessert (vgl. Abbildung 4).

So zeigt sich bei der quantitativen Analyse der Daten, dass keine der gegebenen
Substanzen den anderen Uberlegen ist. Sowohl EPO als auch die eEPCs zeigen
einen deutlichen zytoprotektiven Effekt. Des Weiteren fallt auf, dass der Zeitpunkt der
EPO- Applikation anscheinend keine Rolle spielt. Die Koapplikation von EPO und
eEPCs bringt keinen messbaren Vorteil. Insgesamt ergibt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den unbehandelten und den behandelten Tieren ((p<0,05):
Gruppe 1 gegenuber den Gruppen 2, 3, 4 und 5). Die verschiedenen Therapien

unterscheiden sich nicht signifikant. (p>0,05)
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Bild1: Myozyten nativ Bild 2: EPO vorher Bild 3: EPCs

Myozyteniiberleben

=120 -
= # # 4
2100 - #
S 80 -
c
2 60
Qo
2 40 -
=
X 20 -

0 |

Myozyten eEPCs EPO vorher EPO nachher EPO und eEPCs

(n=5) pro Gruppe; #: p< 0,05 gegeniiber der Kontrolle; p>0,05 unter den behandelten Gruppen

Abb. 4: Hypoxiekammer Myozyten; quantitative Darstellung des Myozyteniiberlebens in %
nativ, nach Zugabe von 500.000 eEPCs vor Hyopxie, 15IE EPO vor (EPO vorher) und nach
(EPO nachher)Hypoxie und nach Zugabe von 500.000 eEPCs und EPO vor Hypoxie

3.1.2 In vitro Adhasionsversuch

Hierbei wird untersucht, ob Erythropoietin einen Einfluss auf das Adh&sionsverhalten
der eEPCs hat. Hierfur wird - wie bereits erwahnt - eine mit neonatale Kaninchen-
endothelzellen beschichtete Kammer durch eine Lésung perfundiert, in der mit EPO
inkubierte eEPCs geldst sind.
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Bild 1: Adharierende eEPCs
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Bild 2: Adhérierende eEPCs (im FluR) (n=3); #: p<0,05 gegenliber eEPCs, eEPCs + EPO

Quantitative  Analyse der adharierenden Zellzahl unter

entsprechender Vorbehandlung der Zellen

Abb. 5: Adhdsion von embryonalen EPCs mit unbehandelten Endothelzellen
(eEPCs), mit Erythropoietin inkubierten (eEPCs + EPO) oder mit p65 transient

transfizierten Progenitorzellen (p65)

Als Ergebnis ist festzuhalten, dass EPO keinen adhé&siven Effekt auf die eEPCs hat.
Es stehen 32,7 (x 4,4) adhéarierte Zellen bei alleiniger eEPC Gabe 29,6 (+ 2) Zellen
bei gemeinsamer Gabe mit EPO gegeniber. Dass das Adhdasionsverhalten jedoch
sehr wohl beeinflussbar ist, konnte mit p65pcDNA transient transfizierten eEPCs
gezeigt werden, bei welchen im Mittel 45,4 (+ 4,2) Zellen nach dem Versuch zéhlbar
waren. Ein signifikanter Unterschied besteht hierbei fir p65 Gruppe gegenlber
eEPCs und eEPCs + EPO (#; p<0,05). Die anderen Gruppen unterscheiden sich
nicht signifikant (p>0,05) (vgl. Abbildung 5).
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3.2 In vivo

Bei den in vivo Versuchen wurde zum einen geprift, in wie weit EPO survival-
pathways aktiviert, zum anderen wurden die Organe funktionell und histologisch

untersucht.

3.21 Western Blot

3.211 Maus

Als Hinweis auf eine Aktivierung der RISK Signalkaskade wird die Zunahme der
aktivierten Proteinkinase B im Herzen gemessen. Hierfir werden funf Tiere pro Blot

zusammengefasst. Diese unterscheiden sich in Art und Dosierung der Behandlung.

4
Kontrolle 150000 1 Mio EPO eEPCs +
eEPCs eEPCs EPO

Tabelle 1: AKT-Expression in isolierten Zellen nach Hypoxie Reperfusion unter Zugabe von
Puffer (Kontrolle), 150000 embryonalen EPCs, 1 Mio embryonalen EPCs, 12IE Erythropoietin
(EPO), 150000 embryonalen EPCs und 12 IE Erythropoietin. (n=2)
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Kontrolle 150000 eEPCs 1Mio eEPCs 12 Erythropoietin 1Mio eEPC +
Erythropoietin

(n=2), p> 0,05 zwischen den Gruppen
Abb. 6: AKT in% zur Kontrolle: AKT- Expression in isolierten Zellen nach Hypoxie Reperfusion
unter Zugabe von Puffer (Kontrolle), 150000 embryonalen EPCs, 1 Mio embryonalen EPCs, 12IE
Erythropoietin (EPO), 150000 embryonalen EPCs und 12 IE Erythropoietin.

Als Ausgangspunkt wird die Kontrolle gleich 100 % gesetzt. Die anderen Werte
werden in Prozent zur Kontrolle dargestellt. Es zeigt sich, dass die Werte fiur die AKT
sehr wohl divergieren. Fur die mit 15.000 eEPCs behandelten Tiere wird ein Wert
von 105% (x 6%) ermittelt. Die mit 1.000.000 eEPCs therapierten Mause zeigen mit
71% (x17%) einen geringeren Anteil an Protein als die Kontrolle. EPO bewirkt einen
Abfall auf 70% (£ 15%). eEPCs und EPO liegen mit 104% (+ 6%) Uber der Kontrolle.
Eine Signifikanz ist hier nicht nachzuweisen (p>0,05). (vgl. Abbildung 6 und Tabelle

1).

Kontrolle 150000 1 Mio EPO eEPCs
eEPCs eEPCs + EPO

Tabelle 2: pAKT-Expression in isolierten Zellen nach Hypoxie Reperfusion unter Zugabe
von Puffer (Kontrolle), 150000 embryonalen EPCs, 1 Mio embryonalen EPCs, 12IE
Erythropoietin (EPO), 150000 embryonalen EPCs und 12 IE Erythropoietin.(n=2)

33



PAKT in % zur AKT
200 -

180 -
160 - [
140 -
120 - T
100 -

pAKT in % zur AKT

60
40 +
20 ~

Kontrolle 150000 eEPCs 1Mio eEPCs 12 Erythropoietin 1Mio eEPC +
Erythropoietin

(n=2); p>0,05 zwischen den Gruppen

Abb. 7: pAKT in % zur AKT: pAKT- Expression in isolierten Zellen nach Hypoxie
Reperfusion unter Zugabe von Puffer (Kontrolle), 150000 embryonalen EPCs, 1 Mio
embryonalen EPCs, 12IE Erythropoietin (EPO), 150000 embryonalen EPCs und 12 IE
Erythropoietin.

Zentraler Punkt dieser Untersuchung ist das prozentuale Verhéltnis von phospho-
rylierter AKT zur Gesamtmenge AKT. Die Kontrolle (20 Minuten Einschlagphase,
Ischamie 20 Minuten, Reperfusion 15 Minuten) ergibt hierbei einen aktivierten Anteil
von 77% (x 10%). Eine Behandlung des isolierten Herzens mit 15.000 eEPCs ergibt
eine Verbesserung auf 80% (£ 10%). In den beiden Einzelgruppen betragt die Ver-
besserung 3 bzw. 4%. 1.000.000 eEPCs ergeben einen prozentualen Anteil von
111% (£ 10%) im Lysat, 12U EPO sogar 158% (x 10%). Die Koapplikation von EPO
und eEPCs erreicht diesen Wert nicht: 86% (£ 20%). Auch hier sind die Unterschiede
zwischen den Gruppen nicht signifikant (p>0,05) (vgl. Abb. 7 und Tabelle2).

3.21.2 AKT im porcinen Herzgewebe

Zur Uberpriifung der zellprotektiven Wirkung von EPO wird die aktivierte AKT in

Prozent in den verschiedenen Arealen nach 24h Reperfusion gemessen.
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Abb. 8: pAKT in Prozent zur Kontrolle; (Kontrolle: (n=1); EPO: (n=2))
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Kontrolle:(n=1), EPO: (n=2); #: p<0,05 EPO vs Kontrolle im Infarktareal
Abb. 9: Quantitative Analyse der pAKT in % zur Kontrolle

Die pAKT im Kontrollareal wird mit 100% angegeben. Auf sie beziehen sich die
Messungen in der AAR und im Infarktareal.

Bei den behandelten Tieren zeigt sich in der AAR ein deutlicher Anstieg der
aktivierten AKT um fast das Dreifache (262% * 177). Eine Signifikanz kann in dieser
Gruppe nicht gesehen werden (p>0,05).

Noch deutlicher ist die Steigerung in der Infarktzone auf 462% (£8,19). Hier ergibt
sich eine Signifikanz (#; p<0,05).

In der Kontrolle hingegen zeigt sich im Vergleich zum gesunden Myokard ein Abfall in
der AAR um nahezu 50% (54% der pAKT im Kontrollareal). In der Infarktzone ist die
pAKT zwar erhéht, erreicht aber mit 290% nicht den Wert der behandelten Tiere.
(vgl. Abb. 8 und 9)
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3.21.3

Myeloperoxidase

Um die Leukozyteninfiltration quantitativ anzugeben, wird im Grof3tiermodell die

Leukozytenanzahl pro Miligramm Feuchtgewicht angegeben. Die Ergebnisse be-

ziehen sich auf das Infarktareal, die AAR und eine von der Ischdmie nicht betroffene

Region.

3.21.4

Vergleichende Darstellung EPO und EPCs

In Abbildung 10 wird die Leukozytenzahl in den verschiedenen Bereichen dargestellt.

Kontrolle AAR Infarkt
Kontrolle 420 1142 3323
eEPCs 716 527 1996
EPO 544 655 2047

Tabelle 3: Leukozyten pro mg Feuchtgewicht

4000 +
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Leukozyten

1000 +

Leukozytenzahl pro mg Feuchtgewicht

Kontrolle

B Kontrolle
# OeEPCs
mEPO

Infarkt

Kontrolle (n=4); eEPCs (n=4); EPO (n=3); #: p<0,05 Kontrolle vs behandelte Tiere

Abb. 10: Vergleichende Darstellung der Leukozytenzahl pro Milligramm Feuchtgewicht bei EPO
und eEPC therapierten Tieren.
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In den Kontrolltieren lassen sich im gesunden Areal 420 (+ 180) Leukozyten pro
Milligramm FG nachweisen. In der area at risc zeigt sich eine deutliche Erhdhung der
Leukozytenzahl auf 1142 Zellen (x 220) (272 % der Kontrolle). 3323 Leukozyten (

388) sind in das Infarktareal eingewandert (791% der Kontrolle).

Bei den behandelten Tieren ist der Anstieg in der AAR und in der Infarktzone deutlich
mitigiert. So sind bei den EPO behandelten Tieren bei einer Zellzahl im gesunden
Myokard von 544 (£ 33) Leu/mg FG in der AAR 655 Leu/mg FG (£ 77) (121% der
Kontrolle) und in der Infarktzone 2047 Leu/mg FG (x398) (376% der Kontrolle)

nachweisbar.

Bei den mit endothelialen Progenitorzellen therapierten Tieren zeigt sich im
Kontrollareal ein Wert von 716 Zellen /mg FG(x 206). In der AAR lassen sich 526
Leukozyten (£ 97) nachweisen (73% der Kontrolle). Im Infarktgebiet sind 1996 Zellen
(x 546) nachweisbar (278% der Kontrolle).

Im Kontrollareal a3t sich zwischen den Kontrolltieren und den behandelten kein
signifikanter Unterschied nachweisen (p>0,05). In der AAR sind in der eEPC- und in
der EPO- Gruppe signifikant weniger Leukozyten als bei den unbehandelten
eingewandert (#:p<0,05). Ein signifikanter Unterschied ergibt sich auch im
Infarktareal zwischen den therapierten Tieren und der Kontrolle (p<0,05). Die
einzelnen Behandlungen unterscheiden sich weder in der Kontrolle noch in der AAR,
noch im Infarktareal signifikant (p>0,05) (vgl. Abb. 10 und Tabelle 3).
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3.2.2 Funktionsmessungen

Um nicht nur die morphologischen Auswirkungen der Therapie zu evaluieren, werden
vor und nach dem ischdmischen Ereignis Funktionsdaten erhoben.
Hierfir wird der LVEDP als Mal} fur die Volumenbelastung erhoben. Die regionale

Myokardfunktion wird mittels Sonomicrometrie quantifiziert.

3.221 LVEDP

LVEDP mTag 1
20 1 # mTag 2
15 -
2
E10 1
£
5 N
0 |

Kontrolle EPCs EPO
Kontrolle (n=4); EPCs (n=4); EPO (n=3); #: p<0,05 in der Kontrollgruppe Tag 1 vs Tag 2

Abb. 11: LVEDP bei Kontroll- und bei den behandelten Tieren in mmHG

Der LVEDP im Kontrolltier zeigt nach dem Ereignis eine deutliche Zunahme. 11,9
mmHg stehen 15,4 mmHg nach dem Ereignis gegenlber. Dies entspricht einer
Zunahme von 29%. Bei den mit eEPCs behandelten Tieren ist dieser Anstieg
deutlich abgemildert. Es zeigt sich lediglich ein Anstieg von 11,1 mmHg auf 12,8
mmHg. Dies entspricht einer prozentualen Zunahme um 15,3 %.

In der EPO Gruppe ist lediglich ein Anstieg von 10,5 mmHg auf 11,5 mmHg zu be-
obachten. Dies stellt eine Zunahme um 9% dar (vgl. Abb. 11). Eine Signifikanz
(#;p<0,05) lasst sich nur in der Kontrollgruppe feststellen. Bei den behandelten

Tieren nimmt der LVEDP nicht signifikant zu.
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3.2.2.2 Regionale Myokardfunktion (AAR)

Im Groltiermodell wird mittels Sonomicrometriekristallen die regionale Myokard-
funktion Uberprift. Sie wird prozentual zu einem nicht beeintréchtigten Areal im

Bereich des Ramus circumflexus angegeben.

Infarktareal

regionale Myokardfunktion (Infarkt)

70 -
m Kontrolle

meEPCs
60 -

mEPO
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40 A
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10 A

-10 -

Baseline Pacing 120 Pacing 150

Kontrolle (n=4); eEPCs (n=4); EPO (n=3); §:p<0,05 Kontrolle vs eEPCs; #: p<0,05
behandelt vs Kontrolle; *: p< 0,05 eEPCs vs EPO

Abb. 12: Regionale Myokardfunktion der Infarktzone ohne Schrittmacheraktion,
mit einer Herzfrequenz von 120/min und bei 150/min.

Bei der funktionellen Erhebung zeigt sich bei den unbehandelten Tieren in der
Infarktzone eine subendokardiale Verkirzungsfraktion von 20% im Vergleich zum
gesunden Areal. Durch eine Therapie mit EPCs verbessert sich diese auf 51%. Die
Funktion ist durch die Applikation ca. 2,5-mal besser als in der Kontrollgruppe
(260%). Statistisch ist diese Verbesserung signifikant (§; p<0,05). Durch eine
retrograde Applikation von EPO ergibt sich ein Wert von 45% und noch eine
Verbesserung um das 2,3 fache (225%). Signifikant ist diese Verbesserung jedoch
nicht (p>0,05).
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Bei Belastung des Organs durch artifizielle Erhéhung der Frequenz mit einem Schritt-
macher zeigt sich bei einer Herzfrequenz von 120 eine Shortening-fraction, die noch
8% der im Gesunden entspricht. Auch hier ist die Funktion im behandelten Tier
deutlich verbessert. Sie betragt fur die Zelltherapie 36% (+429%) und fur EPO 33%
(+ 394%) der Kontrollregion im Bereich des Ramus circumflexus (RCX). Die
behandelten Tiere weisen hier einen signifikanten Unterschied gegeniber den
unbehandelten auf (#; p< 0,05). Fir die Art der Behandlung ergibt sich keine
Signifikanz.

Bei einer weiteren Erh6hung der Belastung wird der Unterschied zwischen behan-
delten und unbehandelten Tieren noch deutlicher. So zeigt sich bei einer Frequenz
von 150 pro Minute in der Zellgruppe ein Verbesserung um mehr als das siebzehn-
bzw. zwélffache. Bei der EPC —Gruppe entspricht dies 47% RCX (+1719%) bei der
EPO Gruppe 33% RCX (+1261%) (vgl. Abb. 12). Die behandelten Tiere schneiden
hier signifikant besser ab als die unbehandelten (#;p<0,05). Auch unterscheiden sich

die Therapien signifikant (*; p<0,05).

regionale Myokardfunktion (AAR)

90

mKontrolle
mEPCs
mEPO

Baseline Pacing 120 Pacing 150
Kontrolle (n=4); eEPCs (n=4); EPO (n=3); p flr alle Gruppenvergleiche >0,05

Abb. 13: Regionale Myokardfunktion der AAR ohne Schrittmacheraktion, mit einer
Herzfrequenz von 120/min und bei 150/min

Erwartungsgemal zeigt sich in der AAR eine bessere regionale Funktion als im In-
farktareal. So betragt die Funktion ohne Erhéhung der Herzfrequenz 47% der Funk-

tion im Referenzareal. Durch Behandlung mit eEPCs erreicht die Funktion einen Wert
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von 76% RCX. Dies ist eine Steigerung um 59%. Auch durch die Therapie mit EPO
kann eine Verbesserung beobachtet werden. 62% der kardialen Funktion im Re-

ferenzareal entsprechen einer Zunahme um 31%.

Erhéht man die Herzfrequenz, sind die in der AAR gemessen Unterschiede nicht so

ausgepragt wie im Infarktareal.

Ohne Therapie entspricht die Funktion noch 54% der Kontrollregion im Versor-
gungsgebiet des Ramus circumflexus. EPCs verbessern auch hier die Funktion. Ein
gemessener Wert von 65% RCX bedeutet eine Zunahme von 21% bei einer
Herzfrequenz von 120. Bei einer Frequenz von 150 pro Minute verbessert sich die
Funktion von 38% RCX auf 72% RCX unter der Zugabe von Zellen. Dies sind 90%

im Vergleich zu den Untherapierten.

Bei der Hormontherapie zeigt sich eine Verschlechterung der Funktion. 34% stehen
54% des Kontrollareals ohne Therapie gegenuber. Es kommt in dieser Gruppe zu

einer Abnahme gegenuber der Kontrolle um 37%.

Bei 150 Schlagen pro Minute hingegen zeigt sich eine erneut erwartete Verbes-
serung. Hier verbessert EPO die Funktion, jedoch nicht in gleichem Ausmal} wie die
Zelltherapie. 48% RCX entsprechen nur einer Zunahme um 29% im Vergleich zur
Kontrolle. Ein signifikanter Unterschied konnte hier nicht nachgewiesen werden
(p>0,05) (vgl. Abb. 13).

3.2.3 Blutbild

Sowohl am Behandlungstag als auch 24 Stunden nach der Intervention wird ein klei-
nes Blutbild abgenommen. Ziel dieser Untersuchung ist es, eine mdgliche Wirkung
durch einen erhdhten Hamatokrit auszuschlieRen. Die Vergleichbarkeit der Tiere wird
durch einen standardisierten Versuchsaufbau gewahrleistet. Bei den Interventionen

kam es zu keinem nennenswerten Blutverlust.
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Blutbild Tag 1 und Tag 2 im Vergleich | Tag 1
mTag 2

70
60
50 -

40 +
30 +

il

HKT 1 HKT 2 WBC

o L
RBC Hbg MCV MCH MCHC

(n=3); p fur alle Gruppen >0,05

Abb. 14: Vergleichende Darstellung des Blutbildes an vor und nach Ereignis bzw.
Therapie

Nach dem Ereignis zeigen sich nur geringe Schwankungen im Bereich des Hamato-
krits (HKT), der jeweils doppelt bestimmt ist. Eine Erhéhung lasst sich jedoch nicht
feststellen. (20,5(x2,5) bzw 21,05(+0,25) vs. 20,53(x1,175) bzw. 18,9(x0,3)) Die
Leukozytenzahl steigt um 3,6(%0,3) auf 7(x3,2). Die Erythrozyten sinken von 3,72(%0)
auf 3,35(x0,145). Das H&dmoglobin sinkt von 7,6(x0,4) auf 5,95(+0,15).

Die Eigenschaften der Erythrozyten bleiben nahezu konstant. Das mittlere korpus-
kulare Volumen zeigt am Tag eins einen Wert von 56,55(+0,65) an, am Tag zwei
einen Wert von 56,35(x1,45). Das mittlere korpuskulare Volumen féllt von 20,4(x1)
auf 17,85(+0,35). Dementsprechend fallt auch das MCHC von 36,05(x1,45) auf
31,65(£0,25). (vgl. Abb. 14)

3.24 Analyse der InfarktgroRe

AAR

Nach Euthanasie der Schweine wird das Herz nach TTC-Farbung in funf transversale

Schnitte zerteilt. Die Schnitte werden unter makroskopischen Gesichtspunkten in
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Kontrollregion, AAR und Infarktregion unterteilt. Diese werden fotographiert und dann
volumetrisch ausgewertet. Die unbehandelte Kontrolle wird aus sechs Tieren ge-
mittelt (vgl. Abb. 15).

Abb. 15: Schnitt eines mit EPO behandelten Herzens

Grofe der AAR in % zum linken Ventrikel

70 -

60 -

50

40 |

30 4

AAR/% LV

20 4

Kontrolle eEPCs EPO

Kontrolle (n=6); eEPCs (n=7); EPO (n=3); p zwischen allen Gruppen > 0,05
Abb. 16: GroRe der AAR in % des linken Ventrikels

Die AAR wird in Prozent zum gesamten linken Ventrikel dargestellt. Es zeigt sich bei
der Kontrolle eine im Mittel 51% (£ 2,065) der Flache des linken Ventrikels ein-
nehmende AAR. Durch die Therapie vergroRert sich die AAR. Bei den mit EPCs
therapierten Tieren nimmt sie 57% ein (x 2,46). In der EPO-Gruppe betragt sie 62%

(x 3,21). Insgesamt unterscheidet sich die AAR zwischen behandelten und
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unbehandelten Tieren jedoch kaum (Vgl. Abb. 16). Es ergeben sich hier keine
signifikanten Unterschiede (p>0,05).

Infarkt

Abb.17: Schnitt eines mit EPO behandelten Herzens

InfarktgroRe in % der AAR
70 -
60 -
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40 -

30 ~

InfarktgroRe in % der AAR

20 ~

10

Kontrolle eEPCs EPO

Kontrolle (n=6); eEPCs (n=7); EPO (n=3); #: p< 0,05 (Kontrolle vs eEPCs)

Abb.18: InfarktgroRe in Prozent der AAR

Die InfarktgroRe wird im Verhaltnis zur AAR angegeben (vgl. Abb. 17). Der Infarkt
betragt ohne Therapie eine Grole von 55% der AAR (x 4,11). Durch eine Therapie
mit eEPCs verkleinert sich das Infarktareal auf 38 der AAR. (x 4,49). Diese
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Veranderung ist statistisch signifikant (#; p<0,05). In der EPO Gruppe betragt das
Infarktareal noch 42% der AAR(z 4,62) ist jedoch nicht signifikant (p>0,05) (vgl.
Abb.18).
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Versuchstiere

Fir die Qualitat der Ergebnisse spielt die Auswahl der Versuchstiere eine grol3e
Rolle. Um auf den Menschen Ubertragbare Ergebnisse zu produzieren, sollten so-
wohl eine physiologische, eine pathophysiologische als auch eine anatomische
Ahnlichkeit bestehen. Einfluss auf die Auswahl der Spezies nehmen ebenso ethi-

sche, okologische und praktische Erwagungen.

Nager als Versuchstiere sind aufgrund ihrer ahnlichen Hypoxievulnerabilitat, einer
ahnlichen pathophysiologischen Reaktion und nicht zuletzt aufgrund ihrer geringen
Kosten sehr beliebt. Nager sind der Hauptlieferant von Zelllinien. Flir Versuche an
isolierten Organen sind sie aufgrund der geringen Organgrofie gut geeignet. Die
Spezies Maus ist immunologisch gut charakterisiert. Versuche am isolierten Mause-

herz sind in der Literatur ausfihrlich beschrieben und somit gut vergleichbar.

Schweine weisen eine groRRe physiologische und anatomische Ahnlichkeit zum Men-
schen auf. Die Anatomie der Koronargefal3e ist nahezu mit der humanen identisch
(99,100). Des Weiteren liegt bei dieser Spezies eine Kollateralisierung des Herzens
vor, die etwa der humanen entspricht (101). Die pathophysiologische Reaktion auf
ein ischamisches Ereignis ist aufgrund der anatomischen Gegebenheiten eher Uber-
tragbar als zum Beispiel beim Hund. Das Ausmal} der Umgehungskreislaufe limitiert
zum einen das Uberleben, zum anderen beeinflusst es mafgeblich die Funktions-
fahigkeit des betroffenen Myokards (102,103). Im Vergleich zum Hund weist das
Schwein - wie auch der Mensch - eine deutlich geringere Kollateralisierung auf. Nach
Verschluss einer Koronararterie verbleibt im Schwein ein BlutfluR von 1,5%. Beim
Hund sind es bis zu 37% (104-107). Es ist nicht verwunderlich, dass das porcine
Herz eine dementsprechend verminderte Ischamietoleranz aufweist. 45-90 Minuten
stehen 3-6 Stunden gegenuber (102,108,109). Des Weiteren ist der Blutfluss Uber
die Umgehungsarterien beim Hund nicht homogen. Vor allem der Randbereich des
ischamen Areals sowie subepikardiale Wandschichten werden besser perfundiert
(107). Es zeigen sich bei Verschluss einer Koronararterie unterschiedliche histolo-
gische Korelate bei Hund und Schwein. Im porcinen Modell zeigt sich nach entspre-
chender Ischamie ein transmuraler Infarkt. Aufgrund der héheren anatomischen Kon-
stanz ist dieser auch eher reproduzierbar als beim Hund. Dieser weist wegen seines
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inhomogenen Vaskularisierungsmusters eher ein unregelmallig begrenztes, meist
nur subendokardiales Infarktareal mit einigen Inseln intakten Myokards auf (107,110).
Abgesehen von den anatomischen Unterschieden bzw. bedingt durch diese, sind
auch Unterschiede in der Auspragung pathophysiologischer Reaktionen zu
beobachten. So ist das myocardial stunning und der Effekt des preconditionings beim

Schwein deutlich starker ausgepragt (110).

Ein Unterschied zwischen Mensch und Schwein ist die fehlende Ausbildung der
Arteriosklerose. Bei der Untersuchung eines akuten Effektes spielt dies jedoch nur

eine untergeordnete Rolle.

4.2 Auswahl der Methoden

421 In vitro Versuche

Neonatale Rattenmyozyten sind bei Versuchen mit kardiologischer Fragestellung
etablierte Zellpopulationen. Die Hypoxiekammer ist als Model fur Hypoxie—Reoxy-
genierung mehrfach beschrieben. In diesem Versuchsaufbau kénnen unter kontrol-
lierten, reproduzierbaren Bedingungen Zellen einer unterschiedlich langen Hypoxie
ausgesetzt werden (111). Diese Methode schlieRt systemische Storgroflen weit-
gehend aus. Somit werden also nur direkte Effekte einer Substanz bzw. eines
Hormons wie EPO messbar. Die Inkubation mit verschiedenen Agentien ist ohne
weiteres moglich und gut variierbar. Die Behandlung zu verschiedenen Zeitpunkten
stellt ebenfalls kein Problem dar. Die Auswertung der durchgefiihrten Versuche ist
etabliert, einfach und sicher. So penetriert Trypanblau zuverlassig die toten Zellen.
Lebende Zellen nehmen diesen Farbstoff nicht auf. Aufgrund der geringen Stoéran-
falligkeit sowohl in Durchflihrung als auch in der Auswertung ist die Entscheidung fur
dieses Modell gefallen.

Um die verschiedenen Therapien zu untersuchen, wahlten wir ein Model am
isolierten, murinen, schlagenden Herzen. Im Langendorff-Modell kann unter an-
nahernd physiologischen Bedingungen die Wirkung von verschiedenen Stoffen
unter-sucht werden (112). Neben den Substanzen wird auch die Ischamie bzw. die

Reper-fusionszeit variiert. Die Perfusion mit oxygenierter, zellfreier Losung ist nicht
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als physiologisch zu betrachten, ist aber als Modell anerkannt (113). Auch die
Isolation des Organs ist gerade bei einer Substanz wie EPO nicht unkritisch zu
bewerten. Durch sie werden humorale Effekte weitgehend ausgeklammert. Epo hat
jedoch verschiedene Wirkungsweisen, die durch zirkulierende Mediatoren vermittelt
werden. Die Erfolgsorgane liegen zum Teil auch auRerhalb des betroffenen Areals.
Zum Beispiel moduliert Epo die inflammatorische Antwort nach Ischamie/Reperfusion
(114,115). Diese Wirkung bezieht sich zum einen auf das betroffene Gewebe, in
welchem weniger Zytokine exprimiert werden und das durch geringeren Zellunter-
gang auch weniger Antigene prasentiert. Zum anderen bezieht sich dies auch auf die
Leukozyten, die zumindest in einem experimentellen Setting weniger Zytokine produ-
zieren (116). In konkretem Fall sind auch keine zirkulierenden endothelialen Stamm-
zellen in der Lésung, so dass diese als Aktionspartner ausfallen (117). Durch diese
Voraussetzungen wird also der direkte Effekt von EPO auf das schlagende Herz
isoliert. Durch die zellfreie Losung und die exakt einstellbaren Umgebungsbedin-

gungen sind die Versuche unter identischen Ablaufen wiederholbar.

4.2.2 Regionale Kardioprotektion durch Erythropoietin

Die selektive druckregulierte Retroinfusion ist ein im Tiermodell etabliertes und am
Patienten angewandtes Verfahren, um selektiv in betroffene Herzareale Agentien zu
applizieren (118-120). Alternativ ware neben der unselektiven intravendsen Appli-
kation noch das direkte intramyokardiale Verfahren zu nennen. Dabei wird durch
einen speziellen Katheter das Agens direkt in den Herzmuskel injiziert (121). Eine
weitere Moglichkeit ist, Behandlungen nach Thorakotomie direkt am offenen Herzen

durchzufuhren.

Wir haben die selektive druckregulierte Retroinfusion angewandt. Das Trauma ist bei
dieser Methode gering, da es sich um ein interventionelles und kein operatives Ver-
fahren handelt. Durch die lokale Applikation kann mit geringen Dosen eine hohe
Konzentration des Wirkstoffs im betroffenen Areal erreicht werden. Da der Katheter
unter Bildwandlerkontrolle in Seldinger-Technik eingebracht wird, kann das Areal vor
der Injektion genau identifiziert werden. Durch die geringere Dosis bleiben
systemische Wirkungen weitgehend aus. Des Weiteren ist nach 24 Stunden nicht mit

einem messbaren hamatopoetischen Effekt zu rechnen. Eine malgebliche
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Mobilisierung von Zellen aus dem Knochenmark ist so nach dieser Zeit ebenfalls
nicht anzunehmen. Wir bestatigten dies durch ein nahezu unverandertes Blutbild.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass die einmalige Retroinfusion von

Erythropoietin zumindest zu keinem Anstieg der Erythrozyten bzw. Hamatokrits fuhrt.

4.3 Eigene Ergebnisse

4.3.1 Einfluss von Erythropoietin auf den Zelltod nach Hypoxie und
Reoxygenierung

Wie beschrieben, unterzogen wir neonatale Rattenmyozyten einer Hypoxie und
reoxygenierten die Zellen danach wieder. Neben EPO, das vor bzw. nach der
Ischamie verabreicht wurde, gaben wir auch eEPCs zu. Unsere Resultate zeigen
einen signifikanten Unterschied zwischen eEPC oder Erythropoietin behandelten und
unbehandelten Zellen. Zwischen den beiden Therapien konnte keine Signifikanz

festgestellt werden. Eine Koapplikation erbrachte keinen additiven Benefit.

EPO-R wird auf verschiedenen kardiovaskularen Zellen gefunden. Der Rezeptor wird
von vaskularen Endothelzellen, von neonatalen wie von adulten Kardiomyozyten, vor
allem aber von kardialem Bindegewebe exprimiert (56,62,122). Die Produktion des
Proteins im Herzen selbst kann jedoch weder unter normoxamischen/ normoxischen
noch unter hypoxischen Bedingungen nachgewiesen werden (123). Diese Erkennt-
nisse aus transgenen Mausen deuten darauf hin, dass EPO fir die kardiale Entwick-

lung und Funktion von essentieller Bedeutung ist.

EPO am adulten Herzen wirkt pleiotroph, immunmodulatorisch, angiogen und anti-
apoptotisch. Dies zeigt sich sowohl bei der kurzfristigen Behandlung akuter Ereig-
nisse als auch bei der langfristigen Applikation nach Ischamie und Reperfusion (124).

In der Literatur wird fir EPO ein positiver Effekt durch die Gabe vor Ischamie/ Reper-
fusion (Preconditioning)(123) konstatiert. Auch fur die Behandlung wahrend oder
nach einem solchen Ereignis wird ein Benefit beschrieben (57,125,126). EPO hat
nach unseren Ergebnissen einen signifikanten Effekt auf das myozytare Uberleben.
Dass hierbei die PI3Kinase eine zentrale Rolle fir den antiapoptotischen Effekt in

den Myozyten spielt, haben Tramatano et al. mittels gezielter Inhibition dieses
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Enzyms nachgewiesen (68). Gleiche Ergebnisse erzielen Cai et al.(57,123): Bei der
Koapplikation von EPO und dem PI3K-Inhibitor Wortmannin kann kein akuter kardio-
protektiver Effekt nachgewiesen werden (57). Ein alternativer Weg via der mito-
gen/extracellular signal-regulated kinase (MEK) wird von Hanlon et al. ausge-
schlossen. So zeigt sich kein abschwachender Effekt auf die Kardioprotektion durch

spezifische Hemmung dieses Enzyms.

Die Hemmung der von der Proteinkinase C initiierten Kaskade hatte bei anderen
Versuchsaufbauten einen deutlicheren Effekt. Dies auf3ert sich nicht nur in einer
kleineren InfarktgroRe, sondern auch in der kardialen Funktion (LVEDP) nach der
experimentell induzierten Ischamie (127). Insgesamt wird die oben erwahnte zyto-
protektive Kaskade als so genannte Reperfusion injury salvage Kaskade (RISK) in
der Literatur eingeflihrt. Diese umfasst zum einen den PI3K-AKT pathway zum an-
deren den bereits erwahnten ERK 1/2 pathway. Insulin, insulin-like growth factor-1
(IGF-1), Transforming growth factor-B1 (TGF-B1), Cardiotrophin-1 (CT-1), Urocortin
und Bradykinin wirken ebenfalls Gber diesen Weg (47). Auch EPO vermittelt seine
kardioprotektive Aspekte tUber den RISK pathway (48).

Humorale Effekte bzw. die Mobilisierung von Knochenmarksvorlauferzellen spielen in
diesem Versuchsaufbau keine Rolle (117,128). So ist davon auszugehen, dass die
direkte Wirkung von EPO auf die Zelle zu diesem Effekt fiihrt. Myozyten weisen bei-
de Arten von EPO Rezeptoren auf. Beide vermitteln einen zytoprotektiven Effekt tber
den schon mehrfach erwahnten RISK pathway.

In myokardialem Gewebe regt das Hormon das Wachstum von Kapillaren ver-
gleichbar mit VEGF an (129). Auch im experimentellen Rattenmodell konnten van de
Meer und Lipsic eine verbesserte Angiogenese nachweisen (130). Sie stellen eine
vermehrte Kapillarisierung und eine verbesserte linksventrikulare Funktion fest, nach-
dem sie Ratten nach einem akuten ischamischen kardialen Ereignis drei Wochen mit
EPO behandelten.

eEPCs haben ebenfalls ein kardioprotektives Potential und werden des Weiteren als
moglicher Wirkungsort fir EPO beschrieben. EPO beeinflusst das Uberleben von
endothelialen Progenitorzellen PI3K abhangig (117). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass sowohl die Anzahl als auch die funktionelle Aktivitdt von EPCs durch
EPO gesteigert werden kann. Diese Wirkung ist dosisabhangig. EPO ist ein physiolo-
gischer Stimulus fur die Mobilisierung von endothelialen Stammzellen aus dem Kno-
chenmark (131,132).
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4.3.2 Einfluss von Erythropoietin auf die AKT-Expression und
-Phosphorylierung

Im Langendorffversuch untersuchten wir die Reaktion des schlagenden Herzens
nach Zugabe von verschiedenen Substanzen zu verschiedenen Zeitpunkten. EPO
bewirkt im Vergleich zu den anderen im Versuch verabreichten Substanzen die aus-
gepragteste Aktivierung der AKT. Wie oben beschrieben, ist die Aktivierung dieses
Signalweges mit Hemmung der Apoptose und somit mit einem vermehrten Zelluber-
leben vergesellschaftet. Der prozentuale Anteil bei alleiniger Gabe von EPO uber-
steigt den der Kontrolle um etwas mehr als das Doppelte. Dies ist auf einen direkten
Effekt von EPO zurickzuflhren, da durch die Isolation des Organs andere Einfluss-
grolRen ausgeschaltet sind. Das Vorhandensein von Rezeptoren im Myokard kann
wie erwahnt diese direkte Zytoprotektion erklaren. Die Wirkung ist PI3-Kinase ver-
mittelt (71). Ein additiver Effekt durch die Zugabe von endothelialen Progenitor Zellen
ist nicht zu sehen (+12%). Im Gegenteil ist der Effekt deutlich schwacher unter Zu-
gabe dieser Zellen. In der Zellkultur konnte tendenziell Ahnliches beobachtet werden.
Hier ist die Abschwachung jedoch deutlich geringer ausgebildet. Ursachen kdnnen
hierfir nur hypothetisch genannt werden. Wie beschrieben besitzen auch EPCs
einen EPO Rezeptor (62). Ein Teil des Substrates mag an diesen Rezeptor binden
und geht somit den betroffenen Zellen verloren (117). Da beide Therapieprinzipien
ihre Wirkung Uber den selben Signalweg entfalten (57,133), kdnnte es hier zu einer
kompetitiven Hemmung gekommen sein. Interessanterweise beschreibt jedoch
Purnier et al., dass EPO nur bei einer so hohen Dosis seine kardioprotektive Wirkung
entfaltet, in welcher auch Stammzellen aus dem Knochenmark mobilisiert werden
(134). Dieses Ergebnis bezieht sich jedoch auf das Remodeling nach einem hypoxi-
schem Ereignis. Des Weiteren wird in dieser Studie die Therapie erst nach sieben
Tagen begonnen. Auch an anderer Stelle wird ein Fehlen eines Effektes beschrieben
(135). Diese Artikel unterscheiden sich jedoch von der Methodik deutlich von unse-
rer. Der akute kardioprotektive Effekt von EPO und von endothelialen
Progenitorzellen kann insgesamt im experimentellen Setting als gesichert angesehen

werden.

Ein weiterer starker Trigger fur die Aktivierung der AKT scheint die Reperfusion zu
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sein. So steigt die Fraktion der aktivierten AKT nach einer Stunde um 104 %, also um
mehr als das doppelte. Behandelte Organe weisen nach einer Stunde eine geringere
Aktivierung gegenuber der Kontrolle auf. Bei einer Behandlung mit EPO sinkt der An-

teil sogar unter den der Kontrolle.

Ursachlich dafur kdnnte sein, dass durch die initiale Mehraktivierung ein Teil der AKT
bereits verbraucht ist und somit die maximale Aktivierung friher zu erwarten ist. Der
starke Anstieg in unseren Versuchen nach 15 min ware ein Indiz hierfur. EPO wirde
also den positiven Effekt der Reperfusion nicht mitigieren, sondern nur etwas am
Zeitpunkt des Eintretens andern. Wahrscheinlicher erscheint jedoch, dass durch die
Applikation mehr Myozyten Uberleben. Ein geringerer Schaden im Gewebe wirde so-
mit auch einen geringeren Trigger flr die Aktivierung des AKT Pfades darstellen.
Housenloy et al. beschreiben eine Mehraktivierung der AKT durch eine kurze
Ischamie-/ Reperfusionsphase vor dem eigentlichen Versuch. In Ihrer Arbeit an Rat-
tenherzen zeigt sich eine verbesserte Ischamietoleranz und eine deutliche Erhéhung
der aktivierten AKT(136). Wird nun der Effekt der Prakonditionierung durch eine
zellprotektive Therapie vermindert, kann angenommen werden, dass auch die

Aktivierung der AKT vermindert ist.

Im Schweinemodell ist zu beobachten, dass die Konzentration der aktivierten AKT im
Infarktareal am hoéchsten ist. Ischamie ist - wie erwahnt - ein starker Trigger fur die

Aktivierung dieser Kaskade. Dieser Trigger ist sicherlich im Infarktareal am groten.

In der AAR zeigt die deutlichere Erhdhung im Vergleich zur Kontrolle eine massive
Aktivierung des IP3; Survivalpathways durch das Hormon und den Trigger Ischamie.
Dies wird in der aktuellen Literatur ahnlich diskutiert (57,137).

So werden sich kontrahierende Mausmyozyten fur dreiRig Minuten einer Hypoxie
ausgesetzt. Es ist nachgewiesen, dass, anders als die unbehandelten Zellverbande,
die EPO konditionierten nicht in einen proinflammatorischen Phanotyp konvertieren.
Die Translokation von AP 1 wird gesteigert. Der eNOS Spiegel, die Proteinexpres-
sion und die NO-Produktion sind erhdht. Wird ein Inhibitor der PI13-Kinase hinzu-
gegeben, kénnen die Effekte nicht mehr beobachtet werden. Es steigen die Myelo-
peroxidasewerte, als Hinweis auf eine Infiltration mit polymorphkernigen Leukozyten
(138). Bei den in vivo Versuchen kann der EPO Effekt durch Knockout eines der Pro-
teine des Dimeres AP-1 (c-fos) egalisiert werden. Die durch EPO induzierte Immun-
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modulation bendtigt Stunden, um bestatigt werden zu kdnnen (139). Der antiapop-

totische Effekt hingegen kann bereits nach Minuten nachgewiesen werden (115).

4.3.3 Einfluss von Erythropoietin auf die Leukozyteninvasion in das

Ischamiegebiet

Unsere Versuche zeigen, dass im geschadigten Myokard durch die Therapie mit

EPO bzw. eEPCs weniger Leukozyten nachweisbar sind.

Zwei mogliche Ursachen kénnen diesem Effekt zugrunde liegen. Zum einen mag die
reduzierte Zahl an untergegangenen Zellen eine Rolle spielen, zum anderen ist eine
immunmodulatorische Komponente dafur verantwortlich. Dies ist in der Literatur so-
wohl fur ein akutes hypoxisches Ereignis als auch fur die chronische Herzinsuffizienz
beschrieben (114,140). Li weist nach, dass bei chronischer Applikation fir sechs
Wochen die IL 6, IL-13, TNF alpha und TGF 13 Spiegel annahernd normal, pro-
tektive Faktoren wie STAT 5 und die AKT jedoch erhoht sind (114).

Bei akutem oxidativem Stress exprimieren Myozyten, platlet activating factor (PAF)
vermittelt, E-Selectine und Adhéasionsmolektlile. Diese induzieren eine transendo-
theliale Migration von polymorphkernigen Leukozyten. Das Ausmal} der Leuko-

zytenmigration ist dabei vom Grad des oxidativen Stresses abhangig (140).

EPO induziert wie oben erwahnt AP1 -bzw. PI3, vermittelt die endotheliale NO-
Synthetase und steigert somit die Menge an verfugbarem NO. NO reduziert Sauer-
stoffradikale zu Peroxynitrit, welches dann aus der Zelle ausgeschleust wird. Hier-

durch wird der oxidative Stress vermindert.

4.3.4 Einfluss von Eryothropoietin auf die InfarktgroRe

Wir haben nachgewiesen, dass EPO die InfarktgroRe bezogen auf die AAR ver-
ringert. Die AAR ist erwartungsgemaf in den behandelten und unbehandelten Tieren
annahernd gleich grof3. Prognostisch ausschlaggebend ist jedoch die Infarktgrofe.
Die AAR weist noch eine annahernd normale Elektrophysiolgie auf, ist jedoch funk-

tionell beeintrachtigt. Daraus resultiert eine Reaktion, die zum Teil auch fiir das Uber-
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leben der Zellen pathophysiologisch sinnvoll erscheint. So ist in diesem Randgebiet
der pH-Wert niedriger und somit wird durch eine Verschiebung der Sauerstoffbin-
dungskurve der Sauerstoff aus dem Blut leichter abgegeben. Der pleiotrophe Effekt
von EPO ist in der Literatur ausflhrlich beschrieben. Dies gilt sowohl unter neuro-
logischen als auch kardialen Gesichtspunkten. Die Applikation von EPO fahrt in
verschiedenen Dosen zu positiven Effekten sowohl in der akuten als auch in der
chronischen Anwendung (141-143). Umstritten sind jedoch insbesondere die Frage
der Dosis, der Applikationsart und des Anwendungszeitpunkts. Auch gibt es Studien,
die keinen Effekt sehen (135). Einige Autoren vermuten einen engen Zusammen-
hang zwischen dem Potential der Mobilisierung von Stammzellen aus dem Knochen-
mark und der Wirkung der Substanz (132,134). Auch in unseren Versuchen zeigt
sich die Behandlung mit eEPCs tendentiell potenter. Unsere eigenen Daten ergeben
jedoch in vitro einen deutlichen Effekt fur EPO. In diesen Versuchsaufbauten werden
- wie beschrieben - Mechanismen zirkulierender Zellen ausgeklammert. Die gese-
henen Effekte sind somit am ehesten auf eine direkte EPO-Wirkung zurickzuflhren.
Dies lasst sich auch mit der aktuellen Literatur vereinbaren. Es sind zwei EPO Re-
zeptoren an der Myokardzelle beschrieben. Der EPO-R und der beta-common-Re-
zeptor (71,124,144). Die durch diese beiden Rezeptoren aktivierbare Kaskade hat
antiapoptotische Eigenschaften und wirkt somit zytoprotektiv. Dies geschieht auch
ohne die zusatzliche Prasenz von mobilisierten Stammzellen, die von einigen Au-
toren gefordert wird (134).

Auch sind bei der chronischen Anwendung von sehr niedrig dosiertem EPO positive
Effekte zu verzeichnen. So beschreiben Lipsic et al, dass sie bei der chronischen An-
wendung Effekte auf das Herz, jedoch keine Erhéhung des Hbs bzw. des Hamato-
krits sehen (145). Es sind hier die endothelialen Stammzellen nicht erwahnt. Diese
Beobachtung legt jedoch nahe, dass zumindest nur in geringer Zahl Stammzellen

mobilisiert werden.

Am isolierten Herzen sehen wir keinen additiven zytoprotektiven Effekt durch die
Koadministration von EPO und eEPCs. Auch in der Zellkultur ist kein zusatzlicher

Effekt zu sehen.

Es gibt jedoch Studien, die diese oben beschriebenen Daten nicht nachvollziehen
konnten. So wird in einer Arbeit mit einem porcinen Modell von Kirstensen kein

akuter Effekt gesehen (146). Ebenso besteht Uneinigkeit Uber die Dosis. So hat die
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Gruppe um Lipsic (145) bei niedriger Dosis, die den Haematokrit nicht berthrt, einen
Benefit erkannt. Purnier et al haben diesen nur bei einer so hohen Dosis erkannt, in

der auch Zellen aus dem Knochenmark mobilisiert werden (134).

4.3.5 Einfluss von Erythropoietin auf die Myokardfunktion

Unsere Ergebnisse zeigen, dass durch die akute Anwendung von EPO die regionale
Funktion in den betroffenen Gebieten verbessert werden kann. Dies deckt sich mit
bereits vorhandenen Ergebnissen, die jedoch eine andere Applikationsart wahlten
(122,147).

Besonders deutlich wird dies, wenn das Organ nach dem Ereignis oxidativem Stress
durch Erhdhung der Herzfrequenz ausgesetzt wird. Hierbei zeigt sich eine erhohte

kardiale Reserve bei den behandelten Tieren.

Im Infarktareal kann eine deutlich verbesserte Kontraktilitat gegenliber der Kontroll-
gruppe beobachtet werden. Dies lasst auf einen erhdéhten Anteil noch funktio-

nierender Myozyten schlief3en.

Die Verringerung des linksventrikularen enddiastolischen Druckes ist ein Marker fur
die geringere Volumenbelastung. Dies ist durch die global verbesserte Herzfunktion

erklarbar.

4.4 Kardioprotektives Potential von Erythropoietin im Vergleich
zu EPCs

Um die Ergebnisse einordnen zu kénnen, werden sie mit der Therapie mit endo-
thelialen Progenitorzellen verglichen. Diese Therapie hat nachweisbar das Potential

einen Ischamie- Reperfusionsschaden abzumildern (133).

Mehrere Studien zeigen, dass die intrakoronare Infusion von autologen Knochen-

marksstammzellen sicher bei Patienten mit Herzinfarkt durchfiihrbar ist. In den ersten
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veroffentlichen Studien zeigt sich nahezu Ubereinstimmend, dass sich die links-
ventrikulare Funktion verbessert, die endsystolischen Volumina verringern und dass
die Perfusion im infarzierten Areal deutlich steigt (148-150) (vgl. Abb. 19).

Zelladhasion und Integration im Gewebe

’ Paracrine Effekte
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Abb. 19: Wirkung von Stammzellen bei kardiovaskuldren Reparaturvorgangen,
aus Dimmeler et al 2008 (86)

Ebenso zeigt sich die Zelltherapie gegenliber dem Placebo im Bezug auf klinische
Endpunkte Uberlegen. So kann in der REPAIR AMI-Studie neben einer verbesserten
kardialen Physiologie auch nachgewiesen werden, dass Endpunkte wie Tod, Rein-
farkt und erneute Hospitalisierung wegen dekompensierter Herzinsuffizienz bei den
mit gereinigten Knochenmarkszellen Transfundierten signifikant geringer sind als bei
der Kontrollgruppe (151,152).

Auch ohne iatrogene Manipulation sind wahrend eines akuten ischamischen Ereig-
nisses bei Patienten endotheliale Vorlauferzellen (EPCs) erhoht (153). Erhdhte Spie-
gel zirkulierender EPCs sind mit einer verminderten Letalitat bei Patienten mit KHK
verbunden (154). Auch EPO ist ein starker Stimulus fir die Mobilisierung von endo-
thelialen Zellen. Die erhodhte Verfugbarkeit endothelialer Zellen ist verbunden mit

einer vermehrten Neovaskularisierung in ischamischen Geweben (132).

Ob der Zeitpunkt des Behandlungsbeginn einen Einfluss auf das Outcome des
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Patienten hat, wird von Schachinger (150,155) untersucht. Interessanterweise zeigt
sich hier, dass Patienten mit verzogertem Behandlungsbeginn (4 vs. 8 Tage nach
AMI) einen besseren Effekt auf Ejektionsfraktion im weiteren Verlauf haben (151).
Berucksichtigt man den zellprotektiven Effekt von Stammzellen mit einem zu erwar-
tenden geringeren Anteil von apoptotischen Zellen, so musste eine moglichst frihe
Therapie das Ergebnis verbessern. Dies mag an einem schlechteren Homing von
Zellen in der Frihphase nach Reperfusion liegen und mit einer damit vergesell-

schafteten schlechteren funktionellen Aktivitat der Zellen (151).

In weiteren Experimenten kann jedoch auch in der Akutphase ein positiver Effekt
durch die Applikation von eEPCs gesehen werden. Durch die Therapie mit diesen
Zellen unmittelbar nach Ischamie kann eine deutliche Verbesserung der kardialen
Funktion erreicht werden. Die InfarktgroRe kann durch die Gabe von EPCs signifikant
verringert werden. Bei gleichzeitiger Applikation von Wortmannin ist der Effekt nicht
zu beobachten, was auf eine Pl 3K vermittelte Wirkungsweise hindeutet. Ebenso
kann in dieser Studie nachgewiesen werden, dass es zu einer Anreicherung von
EPCs im ischamischen Gebiet kommt (133).

So wird gezeigt, dass vier Wochen nach Ereignis und Zell-basierter Behandlung
Zytokine wie TNF-a, IL-B und IL-6 im Vergleich zu unbehandelten Tieren vermindert
waren (156). Durch das so modulierte Remodeling zeigt sich insgesamt eine verbes-
serte linksventrikulare Funktion und eine verminderte myokardiale Fibrose (156-158).
Auch bei akuter Anwendung zeigen EPCs einen direkten antiapoptotischen Effekt.
Dieser wird durch sezernierte Substanzen verursacht, die Phospho-Inositol-3-
Kinase/Proteinkinase B (PI3K-AKT) vermittelt eine direkte Zytoprotektion bewirken
(133).

In Zusammenschau unserer eigenen Ergebnisse zeigt sich fur beide Substanzen ein

deutlicher kardioprotektiver Effekt.

Ebenso wie die EPCs weist auch EPO eine Phospho-Inositol-3-Kinase/Proteinkinase
B (PI3K-AKT) vermittelte Wirkung mit konsekutiver direkter Zytoprotektion auf (56).

Immunmodulatorisches Potential ist beiden Gruppen zu attestieren (156,159).

Es erscheint daher nicht verwunderlich, dass Wechselwirkungen zwischen Stamm-

zellen und EPO bestehen.

Wie erwahnt postulieren einige Autoren, dass EPO nur dann eine Wirkung zeigt,

wenn es so hoch dosiert ist, dass es Stammzellen mobilisiert. EPCs weisen wie
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adulte Endothelzellen einen EPO Rezeptor auf (134,160).

Bei der Einwanderung von Leukozyten mitigiert EPO diesen Effekt deutlich, jedoch
nicht in der Art und Weise wie eEPCs. Uber die Ursachen kann nur spekuliert wer-
den, da beiden Agentien dieses Potential attestiert wird (114,115,160). Vielleicht mag
dies an der geringeren Halbwertszeit liegen, die in der Literatur zwischen sieben und
neun Stunden angegeben wird. Die Wirkzeit der eEPCs mag als vitales Gewebe

deutlich daruber liegen.

Bei der funktionellen Messung sowie bei der histologischen Auswertung kann ein
Vorteil auf der mit Zellen therapierten Seite gesehen werden. Einzig der LVEDP zeigt
sich im Vergleich bei der Hormontherapie geringer. In der randomisierten Studie von
Janssens kann zwar kein Effekt auf die globale linksventrikulare Funktion gesehen
werden, jedoch zeigen sich deutliche Effekte im Bezug auf die regionale Ejektions-
fraktion und auf die InfarktgroRe (161).

Die funktionelle Uberlegenheit der Zelltherapie mag zum einen durch den initial et-
was kleineren Infarkt und die kleinere AAR bedingt sein. Zum anderen mag auch die
Verteilung im Organismus eine Rolle spielen, da die Zellen gezielt in das ischame
Gebiet einwandern (92). Bei einer geringen Anzahl von Versuchstieren in der EPO-

Gruppe kdnnen diese Ergebnisse jedoch nur als Trend gesehen werden.

Die Wirksamkeit der Zelltherapie wird jedoch bereits in klinischen, Placebo kontrol-
lierten Studien angewendet (150,151).

Auch auf die Adhasion scheint EPO keinen Effekt zu haben. Dies haben wir in vitro
nachgewiesen. Es kommt in unserem Versuch zu keiner vermehrten Adhasion von
eEPCs nach Inkubation von Hypoxie exponierten endothelialen Zellen mit EPO. Tat-
sache ist jedoch, dass das Substrat die Zahl der verfugbaren Stammzellen erhdht
(132,162). Dies geschieht zum einen durch die Mobilisierung aus dem Knochenmark,
zum anderen haben auch endotheliale Stammzellen einen EPO-Rezeptor, der auch

in diesen Zellen zu einer verminderten Apoptose flhrt.

eEPCs weisen kardioprotektive Eigenschaften auf (133). In unseren Versuchen
konnten wir jedoch keinen additiven Effekt in vitro nachweisen. Die einmalige hoch-
dosierte Administration von EPO im Groltierversuch erhoht zumindest den Hamato-
krit und den Hb nicht, so dass nicht von einer Mobilisierung von Zellen aus dem

Knochenmark ausgegangen werden kann.
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4.5 Applikation

Eine Besonderheit an den von uns durchgefuhrten Versuchen ist die regionale Ver-
abreichung von EPO. Aufgrund dessen soll im Folgenden auf die Applikationsart
eingegangen werden. Epo kann intravends, intraperitoneal, intrakardial oder selektiv
mittels eines Katheterverfahrens appliziert werden. Selektiv kann es sowohl vends

als auch arteriell gegeben werden.

Ziel ist es, lokal eine hohe Konzentration des Wirkstoffs bei moglichst geringer sys-

temischer Gesamtdosis zu erreichen.

Bei der intravendsen Applikation wird das Agens in eine periphere oder zentrale
Vene appliziert. Die Konzentration im betroffenen Areal ist hierbei gering. Dies liegt
am grolden Verteilungsvolumen, an der Proteinbindung und an einem ausgepragten
first pass uptake der Lunge (163). Kastrup et al beschreiben, dass bei intravendser
Applikation nur 0,5% des Agens im betroffenen Areal eines Wachstumsfaktors zur
Verflgung steht (164). Eine hohe Dosis geht mit vermehrten Nebenwirkungen einher.
Kritisch zu betrachten ist hierbei vor allem die Veranderungen der Rheologie durch
Erhéhung des Hamatokrits. So ist beschrieben, dass eine starke Erhdéhung des
Hamatokrits mit einer Ubersterblichkeit kardial erkrankter Patienten einhergeht (165).
Nicht nur bei kardial erkrankten Patienten, sondern auch bei Gesunden fuhrt ein
Ubermalig erhdhter Hamatokrit zu einem erhdhten Risiko fur einen Schlaganfall oder
ein kardiovaskulares Ereignis (166). Bewiesen ist andererseits auch, dass sich durch
eine Erhéhung des Hamatokrits das Sauerstoffangebot verbessert. Als ideal ist hier
ein Wert um die 30 anzusehen. In der Literatur wird beschrieben, dass eine ein-
malige systemische Injektion von 5000IE/kg Korpergewicht EPO keine Veranderung
des Hamatokrits hervorruft (167). Im Grofdtierversuch im Rahmen unserer Studien
wurden 20.000IE EPO appliziert. Wie erwartet konnte nach 24 Stunden kein Anstieg
des Hamatokrits nachgewiesen werden. Sicherlich ist rein technisch gesehen die
intravendse Applikation die unkomplizierteste. Des Weiteren gibt es in der Literatur

keinerlei Hinweise auf eine LDsq (147).

Eine intrakardiale Applikation erreicht sicherlich bei geringster Dosis die groft-
mogliche Konzentration im geschadigten Areal. Dieses Verfahren ist jedoch aufwan-
dig. Weitere Risiken sind ggf. eine lokale Entzindung sowie die Fibrosierung der

Injektionsstelle (168). Das Areal muss bei der lokalen Anwendung zeitintensiv
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lokalisiert werden. Im akuten Infarkt ist jedoch Zeit ein wichtiger Prognose-Faktor (9).
Auch Blutungen und bei Ausbildung eines Wandaneurysmas sogar Myokardrupturen
sind bei dieser Technik denkbar. Da bei einem akuten Ereignis ein Eingriff mit einem
erhdhtem Risiko verbunden ist, ist dieses Verfahren somit als unpraktikabel zu wer-

ten.

Eine interventionelle, intraluminale lokale Applikation ist nur mit einem geringen
Trauma verbunden. Sowohl der arterielle als auch der vendse Anteil des Gefal3-
systems ist mit dieser Methode gut zu erreichen. Die Dosis kann unter diesen Aspek-
ten gegenuber der intravendsen Darreichungsform sicherlich reduziert werden. Wir
haben uns fur dieses Verfahren entschieden, da damit eine adaquate Dosis in das
betroffene Areal appliziert werden kann. Systemische Wirkungen kénnen im be-
obachteten Zeitraum nicht festgestellt werden. Trotz der Verletzung einer Vene in
einem unserer Versuchstiere ist dieses Verfahren als sicher anzusehen und somit
auch im klinischen Gebrauch denkbar. Da aber bei der Intervention nach wie vor die
Wiedereroffnung des betroffenen Coronargefal’es im Vordergrund steht, ist dieses
spezielle Verfahren sicherlich nur in einigen speziellen Indikationen denkbar. Gut
vorstellbar ist jedoch die lokale antegrade Applikation nach Eréffnung des betrof-
fenen Gefaldes. Hier mufdte, um eine sofortige Ausschwemmung zu vermeiden, eine
low-flow Situation geschaffen werden. Technisch ware dies mittels einem over-the-

wire Ballonkatheter moglich.

4.6 Klinische Erfahrungen mit Erythropoietin

Trotz zahlreicher hoffnungsvoller experimenteller Daten sind die ersten klinischen
Studien erntchternd. Mittlerweile existieren placebokontrollierte, klinische, prospek-
tive, randomisierte Studien, die keine Kardioprotektion nachweisen konnten. In die-
sen Arbeiten wurde EPO hochdosiert vor einer Intervention bzw. Operation verab-
reicht. Bei Bypassoperationen konnten Joyeux-Faure et al. durch den additiven
Einsatz von EPO keine Verbesserung der mit einer Ischamie vergesellschafteten
Entzindungsreaktion nachweisen (169). Auch die Marker fur eine myokardiale
Schadigung unterschieden sich nicht von der Placebogruppe.

Bei der Applikation vor einer PTCA bei ST Hebungsinfarkt sahen Ludman et al. sogar

zunachst eine Verschlechterung der kardialen Funktion. Microvaskulare Obstruktion
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trat bei doppelt so vielen Fallen auf, linksventrikulares enddiastolisches Volumen und
die linksventrikulare Hypertrophie waren in der EPO- Gruppe signifikant erhoht, er-
reichten aber nach vier Wochen das Niveau der Placebo- Gruppe (170).

In Anbetracht eigener Daten, in welchen wir in den komplexeren Versuchsaufbauten
zum Teil nur eine tendentielle Verbesserung sehen konnten, erscheinen diese
Studienergebnisse nachvollziehbar. Offensichtlich sind die kardioprotektiven
Eigenschaften des Hormons in Relation zum deletaren Ereignis eines Herzinfarktes
oder einer langeren Ischamie zu schwach, um einen sichtbaren Benefit zu erzielen.
Ganz im Gegenteil scheint sich, wie bei Ludman beschrieben, der artifizelle Zusatz
von EPO zunachst gegenteilig auszuwirken.

Naturlich ist auch der Unterschied zwischen jungen Versuchstieren und alten multi-
morbiden Patienten mit zum Teil fehlenden Regenerationsreserven nicht zu
unterschatzen (26,171).

Klinisch interessant erscheint auch die Tatsache, dass EPO die Blutungszeit unter
Aspirin wieder normalisiert (170).

Die Dosis mag jedoch sicher auch eine Rolle spielen. In der Arbeit von Ludman
wurde eine Einmaldosis von 50.000IE EPO (aktuell empfohlene Dosis bei Anamie bei
Niereninsuffizienz 720 IE/kg pro Woche) intravends appliziert. Dass bei dieser Dosis
auch kurzfristig mit entsprechenden Nebenwirkungen zu rechnen ist, erscheint nicht
verwunderlich. Betrachtet man altere Studien so zeigt sich, dass eine hohe EPO-Do-
sis bereits hier mit einer erhdhten Komplikationsrate bzw. Mortalitat vergesellschaftet
ist.

Eine Metaanalyse von 94.569 Dialysepatienten zeigte einen Anstieg der Mortalitat
unter intensivierter EPO Therapie (172).

Bei Patienten mit Schlaganfall zeigte EPO keinen positiven Effekt. Im Gegenteil kam
es in dieser Gruppe zu einer Ubersterblichkeit (9% vs 16% in der EPO Gruppe)
(173).

Die Postkonditionierung mit einem einmaligen hochdosierten Bolus erscheint nach
der Ludman Studie obsolet. Nicht unerwahnt soll jedoch bleiben, dass die niedrig
dosierte chronische Anwendung von EPO nach einem ischamischen Event sehr wohl
vielversprechende Ergebnisse aufweist. In dieser Arbeit wurde drei Wochen nach
einer erfolgreichen Intervention fir sechs Monate Erythropoietin niedrig dosiert
appliziert (35IE/kgKG s.c. einmal pro Woche). Diese Therapie erbrachte eine

signifikante Verbesserung der kardialen Funktion. Negative Effekte blieben aus. Trotz
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der geringen Patientenzahl (24 Patienten) und der Tatsache, dass ST-
Hebungsinfarkte ausgeschlossen waren, ist diese Studie in Zusammenschau mit den

experimentellen Daten doch mit einer gewissen Hoffnung verbunden (174).

5 Zusammenfassung

Ziel dieser Untersuchung war es zu klaren, ob EPO einen akuten Effekt auf das
ischamische Herz hat, ob die Wirkung durch Koapplikation mit eEPCs verstarkt wird

und ob es bei retrograder Applikation von EPO zu einer Kardioprotektion kommt.

Die Studie lasst sich in drei Modelle aufteilen: In Modell eins werden die Effekte in
der Zellkultur untersucht. Hier werden eEPCs und EPO an hypoxischen Myozyten
untersucht. Des Weiteren wird geklart, ob EPO einen Einfluss auf das Adhasions-
verhalten der EPCs hat.

In Modell zwei werden die verschiedenen Substanzen am isolierten Organ unter-
sucht. Hierflir werden murine Herzen im Langendorff-Aufbau einer globalen Ischamie
mit anschlieRender Reperfusion ausgesetzt. Wie in der Zellkultur sind auch hier
andere parakrine Einflisse ausgeschaltet. Die Kardioprotektion wird mittels AKT und
pAKT quantifiziert.

In Modell drei werden nun Schweine durch Okklusion eines Seitenastes der LAD ei-
ner akuten Ischamie fur eine Stunde ausgesetzt. Dieses Modell entspricht dem
akuten Myokardinfarkt beim Menschen. Die Ischamiezeit von einer Stunde entspricht
auch der geforderten Rekanalisierungszeit der aktuellen Leitlinien. Ab Minute eins

der Reperfusionsphase wurde mittels SSR-Katheter EPO appliziert.

Es zeigen sich in allen Versuchsanordnungen Hinweise auf eine Kardiprotektion
durch EPO. Dieser Effekt ist nach unseren Ergebnissen auf eine direkte
rezeptorvermittelte Wirkung zurtckzufuhren. EPO und eEPCs sind im Bereich der
Kardioprotektion gleichwertig. Es kann kein additiver Effekt bei gleichzeitiger
Applikation von EPO und eEPCs beobachtet werden. Nach unseren Erkenntnissen
ist die Applikation von EPO mittels SSR Katheter ein praktikabler Weg. Die so

behandelten Tiere zeigen ein kleineres Infarktareal bei nahezu unveranderter AAR.

Nach den in dieser Arbeit vorgestellten Daten erscheint die Anwendung von EPO bei
akuten kardialen Ereignissen vielversprechend. In aktuellen klinischen prospektiven
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randomisierten Studien konnte die Substanz die Erwartungen jedoch nicht erfullen.
Eine einmalige hochdosierte Gabe zur Verminderung des Reperfusionsschadens

scheint nach aktueller Datenlage nicht benefitiell zu sein.
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Anlage 1

Westernblots

Tabelle 1
Polyacrylamid-Gel 4%
30%iges AA-Bis-AA 0,65ml
1M Tris pH 6,8 0,625ml
Millipore H20 3,60 ml
20%iges SDS 0,025ml
Temed 0,01ml
10%iges APS 0,10ml
Tabelle 2
Polyacrylamid-Gel 10%
30%iges AA-Bis-AA 3,20ml
1M Tris pH 8,8 3,75ml
Millipore H20 2,75 ml
20%iges SDS 0,05ml
Temed 0,02ml
10%iges APS 0,20ml
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Tabelle 3

Running Buffer

Trisbase 30,39

Glycine 144,0g

SDS 10g

H20 Auffullen bis zu einem Liter
Tabelle 4

Lammlipuffer 5x

SDS 1,509
Tris (pH 6,8/1M) 3,75 ml
Bromphenol blue 0,03g

H-O Auf 7,50 ml auffillen
Glycerol 7,50 ml
Tabelle 5
Blotting Buffer
Tris base 30,39
Glycine 144,09
H20 Auffullen bis zu einem Liter
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Myeloperoxidase

Tabelle 6

Pipes-Puffer

25mM Pipes (entspricht | 5,969

Hepes)

110mM NaCl 6,439

5mM KCL 0,37¢g

Aqua dest. Auf einen Liter auffullen

pH auf 7,4 mit 10 N NaOH einstellen

Tabelle 7

PAG-Puffer:

Pipes-Puffer

z.B. 100ml

Albumin

3%

Glucose

0,1%

Tabelle 8

50mM Phosphatpuffer pH 6,0

K2HPO4 50mM

8,714l

KH2PO4 50mM

6,8059/l
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