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1 Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

1.1 Kongenitale Herzfehler

Etwa acht bis zehn von 1.000 Neugeborenen kommen jahrlich mit einer Fehlbildung des
Herzens oder der grolen GefalRe zur Welt. Das entspricht circa (ca.) 6.000 Kindern in
Deutschland. Bei Friihgeborenen wird der Anteil doppelt so hoch angegeben. Damit stellen
Herzfehler die haufigste angeborene Fehlbildung beim Menschen dar. lhre Klinische
Bedeutung liegt vor allem (v. a.) in der hohen Letalitat: Sie sind im Kindesalter, insbesondere
im ersten Lebensjahr, eine der haufigsten Todesursachen [1, 2]. Eine Fehlbildung des
Herzens oder der grolen Gefal3e kann ganz unterschiedliche Formen und Auspragungen
haben. Das Spektrum reicht von einfachen Fehlern, die das Herz-Kreislauf-System wenig
beeintrachtigen, bis zu sehr schweren Herzerkrankungen, die unbehandelt rasch zum Tode
fuhren. Durch die Fortschritte in der Kinderkardiologie, Kinderherzchirurgie und
Intensivmedizin erreicht heute Uber 90 Prozent (%) der kleinen Patienten das
Erwachsenenalter. Nach  Operationen stellen sich  jedoch  haufig kardiale
Funktionseinschréankungen ein, die zu Einschrdnkungen der Lebensqualitat, Leistungs- und
Arbeitsfahigkeit fuhren und sogar lebensbedrohlich sein kénnen. Die Anzahl der betroffenen
Kinder, Jugendlichen und Erwachsenen wird in Deutschland derzeit mit ca. 300.000
geschatzt. Diese Zahl nimmt sténdig zu, denn eine Heilung im eigentlichen Sinne ist haufig
nicht maoglich.

Die Ursache von kongenitalen Herzfehlbildungen bleibt in der Regel unklar. Es handelt sich
um ein multifaktorielles Geschehen, das zum Teil auf genetischen Faktoren, zum Teil auf
Umwelteinfliissen beruht [3].

Die Untergliederung der Herzfehler erfolgt hdufig in zyanotische und azyanotische Vitien
(Abbildung (Abb.) 1, Seite (S.) 2). Zyanotische Fehlbildungen lassen sich in jene mit Rechts-
Links-Shunt und komplexe Vitien unterscheiden. Die azyanotischen Herzfehler gliedern sich
in welche mit einer Obstruktion und andere mit einem Links-Rechts-Shunt.

Im Gegensatz zu friheren Annahmen nimmt der rechte Ventrikel (RV) im Rahmen von
kongenitalen Herzfehlern nach prognostischen Gesichtspunkten eine wichtige Rolle ein, da
dieser von pathologischen Veranderungen und kardialen Funktionseinschrankungen haufig
betroffen sein kann [4]. Seine Anatomie, Physiologie und somit seine funktionelle Beurteilung
unterscheidet sich maf3geblich vom linken Ventrikel (LV). Der Erforschung der Morphologie
des RV, der rechtsventrikularen Funktion und seiner Adapationsmechanismen kommt somit
in Hinblick auf die angeborenen Herzfehler eine groRe Bedeutung zu. Eine chronische
Belastung des RV, die bei vielen angeborenen Herzfehlern pra- oder postoperativ
vorkommen kann, stellt einen wichtigen Eckpunkt in der Erforschung der rechtsventrikularen

Dysfunktion dar.
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| Angeborene Herzfehler |
‘ Zyanotisch | ‘ Primér azyanotisch |
| MitRechts-Links-Shunt | | Komplexevitien | |  Mitobstruktion | | MitLinks-Rechts-Shunt |

- TOF (inkl. Pulmonalatresie -D-TGA - Pulmonalklappenstenose -VsD

mit VSD) - DORV - Aortenstenose -ASD
- Pulmonalatresie mitIVS - totale Lungen- - Aortenisthmusstenose - AVSD
- Trikuspidalatresie fehleinmiindung - unterbrochener - PDA

- Truncus arteriosus Aortenbogen - aortopulmonales Fenster
communis

Abb. 1: Untergliederung der kongenitalen Herzfehler [5]

ASD: Atriumseptumdefekt; AVSD: atrioventrikularer Septumdefekt; DORV: double Outlet right
ventricle, doppelter Ausgang der rechten Herzkammer; inkl.: inklusive, IVS: intaktes Ventrikelseptum;
PDA: persistierender Ductus arteriosus Botalli; TGA: Transposition der groRen GefaRe; TOF:
Fallot’'sche Tetralogie; VSD: Ventrikelseptumdefekt

1.2 Druckbelastung des rechten Ventrikels

Unter einer Druckbelastung des RV versteht man erhdhte Beanspruchung des RV durch
eine zugrunde liegende Fehlbildung wie Obstruktionen im Bereich von Klappen und Gefal3en
oder durch eine vorausgegangene Operation. In beiden Situationen kommt es zu einer

Erhdhung des rechtsventrikularen Druckes, die ein Remodeling des RV verursachen kann.

1.2.1 Angeborene Herzfehler mit rechtsventrikuléarer Druckbelastung
Im Rahmen von angeborenen Herzfehlern und deren chirurgischer Korrektur kann es zu
einer Druckbelastung des RV kommen. Im Folgenden werden die kongenitalen Herzfehler

erlautert, die mit einer solchen rechtsventrikularen Druckbelastung einhergehen.

1.2.1.1 Praoperative Druckbelastung des Herzens

Der Ventrikelseptumdefekt (VSD) (siehe Abb. 3, S. 8) ist mit 30 % der haufigste isoliert
vorkommende angeborene Herzfehler dberhaupt. Im Rahmen von komplexen
Herzfehlbildungen tritt er mit einer Haufigkeit von ca. 50 % auf. Es handelt sich um einen
Defekt, der an verschiedenen Orten im ventrikularen Septum solitar, aber auch multipel
auftreten kann. Bei kleineren VSD kann eine Drucktrennung der beiden Ventrikel bestehen
bleiben. Ist der VSD jedoch vergréRert, wird der RV durch den entstehenden Links-Rechts-
Shunt vom Hoch- zum Niederdrucksystem dem systemischen Druck ausgesetzt. Es resultiert
eine rechtsventrikulare Volumen- und Druckbelastung. Kleine Defekte, die symptomlos
bleiben kénnen, werden im Laufe der Zeit kleiner oder kdnnen sich komplett verschlie3en, so
dass eine Behandlung nicht erforderlich ist. GroR3ere Defekte bedingen einen Fluss des

sauerstoffreichen Blutes aus dem LV und Uber den Defekt in den RV. Der RV pumpt das
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zusatzliche Blut wieder in die Lunge. Es kommt zu einer Uberbelastung des rechten
Herzens, was zu einer myokardialen Hypertrophie fuhren kann. Im Langzeitverlauf einer
solchen Belastung kommt es zu einem Remodeling des Herzens. Hierunter versteht man
reaktive Umbauprozesse auf einen auflieren Reiz, wie zum Beispiel (z. B.) die veranderten
kardialen Druckverhaltnisse. Um dieses zu vermeiden, ist eine frihe operative oder
interventionelle Versorgung von grof3er Bedeutung.

Die Pulmonalklappenstenose (PS) (siehe Abb. 3, S. 8) kann isoliert oder in Kombination mit
anderen Fehlbildungen vorkommen, wodurch sie einen Anteil von 25-30 % aller
angeborenen Herzfehler einnimmt. Die valvulare Stenose kommt am haufigsten vor. lhr
liegen zumeist Verwachsungen der Klappen in den Kommissuren zugrunde [3]. Die Klappe
kann sich nicht vollstandig 6ffnen, der Stromungswiderstand an der Klappe erhdht sich,
woraufhin der Druck im RV ansteigt. Es kommt zu einem Druckgradienten zwischen dem RV
und der Arteria (A.) pulmonalis, wobei der rechtsventrikulare Druck sogar suprasystemisch
werden kann [6]. Wird die PS manifest, resultiert aus der erhéhten Druckbelastung eine
kompensatorische Hypertrophie des RV. Trotz dieser Druckbelastung ist der RV imstande,
seine Funktion bis in die 4. oder 5. Lebensdekade zu erhalten, sofern der Sinusrhythmus
erhalten bleibt und es zu keiner zusatzlichen Volumenbelastung kommt. Aus diesem Grund
bleiben einige Patienten auch mit hochgradiger PS fir viele Jahre asymptomatisch und die
Diagnose wird zuweilen erst im Erwachsenenalter gestellt [7]. Bei der Behandlung der PS
kann man in Abhéngigkeit des Schweregrades der Stenose zwischen der Operation und der
Ballon-Dilatation mit Aufdehnung unterscheiden. Die Operation bietet verschiedene
Techniken, unter anderem (u. a.) Kommissurotomie, Exzision der Pulmonalklappe,
Patcherweiterungsplastik und Stenoseresektion. Seit der Etablierung der perkutanen
Ballonvalvuloplastie [8], welche eine effektive Methode der Therapie im Rahmen einer
Herzkatheteruntersuchung darstellt, steht ein schonenderes Therapieverfahren mit
exzellenten Langzeitergebnissen [9] zur Verfligung.

Mit einem Vorkommen von 10 % aller angeborenen Herzfehlbildungen stellt die Fallot’'sche
Tetralogie (TOF) (siehe Abb. 3, S. 8) das haufigste zyanotische kongenitale Herzvitium dar.
Diese komplexe Fehlbildung besteht aus den vier klassischen Komponenten: die
infundibulare beziehungsweise (bzw.) valvulare PS, der grol3e subaortale VSD, der
vergroRerte Durchmesser der nach rechts verlagerten Aorta ascendens (Uberreitende Aorta)
und die rechtsventrikulare Hypertrophie. Die Klinik der TOF ist abhdngig vom Ausmalfd der
Lungenperfusion und von der Ausprdgung des Lungengefalisystems sowie vom Grad der
PS, welche zumeist eine dynamische und feste Komponente besitzt. Besteht von Geburt an
ein Rechts-Links-Shunt, sind die Kinder sofort zyanotisch. Das Ausmal} der Zyanose ist
hierbei abhangig von der Ausprdgung der PS und vom Shuntvolumen. In den ersten

Lebensmonaten kann die Zyanose noch fehlen, wenn anfangs noch ein Links-Rechts-Shunt
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Uber den VSD besteht. Im Verlauf kann es durch die reaktive Hypertrophie des RV und der
fortschreitenden Verengung des rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes zur Shuntumkehr
kommen. Es resultiert ein verminderter pulmonaler Blutfluss, was eine zentrale Zyanose
bedingt. Die Therapie der TOF besteht in der chirurgischen Intervention im ersten
Lebensjahr, in den meisten Zentren sogar innerhalb der ersten drei bis sechs
Lebensmonate, und beinhaltet den Verschluss des VSD, die Resektion der hypertrophen
trabekularen Muskelbindel im rechtsventrikularem Ausflusstrakt (RVOT) und die
Rekonstruktion des RVOT, z. B. mittels einer Erweiterungsplastik. Es lasst sich eine primare
Korrektur von einer zweizeitigen Operation abgrenzen, wobei die primare Korrektur die
Methode der Wahl ist [10]. Der zweizeitige Eingriff stellt die Alternative fir Patienten dar,
deren Zustand eine primdre Korrektur nicht zuldsst bzw. deren Lungenstrombahn
hypoplastisch ist [11]. Hier erfolgt die sekundéare Korrektur nach vorhergehenden palliativen
Eingriffen. Neuere Studien beschreiben als weitere therapeutische Option das
interventionelle Einsetzen eines Stents in den RVOT bei Kindern, die eigentlich einen Shunt
brauchen, da sie sonst zyanotisch waren. Im Anschluss folgen die Korrektur-Operationen
[12].

Dem hypoplastischen Linksherzsyndrom (HLHS, Haufigkeit 1-3,8 %) (siehe Abb. 3, S. 8)
liegt eine Unterentwicklung des LV aufgrund einer schwergradigen Hypoplasie oder eines
Verschlusses der Mitral- oder Aortenklappe zugrunde. Es resultiert eine Obstruktion des
linksventrikularen Ausflusstraktes mit einer schweren Hypoplasie der aszendierenden Aorta
bis hin zur Aorta descendens [13], die eine Druckbelastung des LV bedingt. Fir ein
Uberleben des Neugeborenen entscheidend sind ein Vorhofseptumdefekt (ASD) und ein
persistierender Ductus arteriosus Botalli (PDA), um eine Durchmischung des
desoxygenierten Blutes aus den Venae (Vv.) cavae mit dem oxygenierten Blut aus dem
linken Vorhof (LA) zu gewéhrleisten. Dieses durchmischte Blut flie3t Gber den RV in die
Pulmonalarterie (PA) und von dort zu einem Teil in die Lungengefae und zum anderen Teil
Uber den Ductus in die Aorta. Durch den physiologischen Verschluss des Ductus arteriosus
Botalli einige Tage nach der Geburt kann es zu einer Minderdurchblutung mit kritisch
reduzierter Sauerstoffversorgung der lebenswichtigen Organe kommen. Neben dem
medikamentdsen Offenhalten des PDA ist ein ausreichend groRer ASD fur das Uberleben
entscheidend, da es bei einem Kkleinen Septumdefekt zu keiner ausreichenden
Durchmischung des Blutes kommt. Zudem resultiert ein Riickstau des Blutes aus dem LA in
die Lungenvenen. Momentan gibt es zwei Mdglichkeiten der chirurgischen Intervention zur
Therapie des HLHS. Zum einen ist die primare Herztransplantation zu nennen, die aufgrund
der erhdhten Mortalitdit wahrend des Wartens auf ein Spenderorgan, dem Mangel an
Spenderorganen wahrend der Neugeborenenperiode sowie einer hohen Operationsletalitat

immer weiter in den Hintergrund rtickt. Die andere Moglichkeit besteht in einer Reihe von
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funktionell univentrikularen, palliativen Eingriffen [14], die sich in drei einzelne Operationen
aufteilt. Im Rahmen der Norwood-Operation (siehe Abb. 2 B, S. 6) am Ende der ersten
Lebenswoche wird der Stamm der A. pulmonalis durchtrennt und die unterentwickelte Aorta
durch einen Flicken erweitert. Die beiden Gefal3e werden verbunden, sodass der RV durch
dieses GefaR das Blut in den Korperkreislauf pumpen kann. Der Stamm der
unterentwickelten Aorta wird mit der Neo-Aorta seitlich verbunden und dient als Ursprung der
Koronararterien. Die Versorgung der Lunge kann durch einen modifizierten Blalock-Taussig-
Shunt erfolgen. Der RV muss nach dieser Operation sowohl den Kdorper- als auch den
Lungenkreislauf versorgen, was nur durch medikamentdse Unterstitzung moglich ist. Die
zweite operative Malinahme, die Glenn-Operation, erfolgt in einem Alter von sechs bis zwolf
Monaten. Hier wird eine Verbindung zwischen der Vena (V.) cava superior und der
A. pulmonalis geschaffen, wobei der zuvor erwahnte Shunt entfernt wird. Der Venendruck
allein ist ausreichend, um das Blut durch die Lunge zu treiben; eine aktiv pumpende
Herzkammer ist nicht notwendig. Das Blut aus der V. cava inferior und damit aus der unteren
Kdrperhalfte flieRt weiterhin direkt und desoxygeniert in den RV. Eine Oxygenierung des
Blutes aus der oberen Kdorperhélfte ist ausreichend. Nach dieser Operation muss der RV
weniger Pumparbeit leisten, da das Blut aus der oberen Kdrperhalfte passiv durch die Lunge
flieRt. Die letzte operative MalRnahme, die Fontan-Operation (siehe Abb. 2 C, S. 6), erfolgt
zwischen dem 2. und 4. Lebensjahr. Hier wird ein Tunnel zwischen der V. cava inferior und
der A. pulmonalis geschaffen, wodurch das gesamte vendse Blut in die Lunge flieRen kann.
Lungen- und Korperkreislauf sind durch diesen Tunnel voneinander getrennt. Zur
Dekompression wird wahlweise eine Fenestration zwischen diesem Tunnel und dem rechten
Vorhof (RA) geschaffen, die nach ein bis zwei Jahren nach der Fontan-Operation mittels
Herzkatheter wieder verschlossen werden kann. Der RV dient nun als Systemventrikel und
pumpt das oxygenierte Blut tGber die Aorta in den Korperkreislauf. Auf lange Sicht resultiert
eine chronische Druckbelastung des RV als Systemventrikel.

Eine Alternative des oben genannten chirurgischen Vorgehens stellt die sogenannte Giel3en-
Prozedur dar [15]. Hier erfolgt anstelle der Norwood-Operation zunachst eine Operation, bei
der ein Dbilaterales Pulmonalarterienbanding (PAB) sowie gegebenenfalls ein
Vorhofseptumstent durchgefihrt wird. Zudem wird einige Tage danach interventionell ein
Stent in den Ductus arteriosus eingelegt. Ein nachster Schritt ca. vier Monate spater
beinhaltet die Aortenbogenrekonstruktion mittels eines Flickens und die Entfernung des
Bandings der PA sowie bei Erfordernis eine Pulmonalastrekonstruktion und eine
Atrioseptektomie. Aul3erdem wird eine obere cavopulmonale Anastomose, die bidirektionale
Glenn-Prozedur, gesetzt. Dieser Schritt wird Ublicherweise ,comprehensive stage I
genannt. Im Anschluss erfolgt auch hier die Fontan-Operation. Somit bleibt auch hier der RV

der Systemventrikel und wird chronisch druckbelastet.
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Abb. 2: Langsschnitt des Herzens beim hypoplastischen Linksherzsyndrom vor einer Operation (A),
beim Hypoplastischen Linksherzsyndrom nach der ersten Operation, der Norwood-Operation (B) und
beim Hypoplastischen Linksherzsyndrom nach der zweiten Operation, der Fontan-Operation (C)

HLHS: Hypoplastisches Linksherzsyndrom

1.2.1.2 Postoperative Druckbelastung des rechten Herzens

Unter den angeborenen Herz- und GefaRfehlbildungen kommt die Transposition der grof3en
Gefalle (TGA) (siehe Abb. 3, S. 8) in circa 5-7 % der Falle vor. Die TGA lasst sich unterteilen
in die komplette TGA (D-TGA) und die kongenital korrigierte TGA (cc-TGA). Als D-TGA, die
auch als Dextro-TGA oder komplette Transposition bezeichnet wird, versteht man eine
kardiale Anomalie mit atrioventrikularer Konkordanz und ventrikuloarterieller Diskordanz [16].
Das venbse Blut des RV flie3t in die Aorta, wahrend das arterielle Blut der A. pulmonalis aus
dem LV kommt. Der System- und Pulmonalkreislauf sind parallel geschaltet, d. h., dass das
sauerstoffarme Blut aus den Vv. cavae superior und inferior in das RA, den RV und dann
Uber die Aorta in den Korperkreislauf, unter Ausschaltung des Lungenkreislaufes, flief3t. Eine
Sauerstoffanreicherung des Blutes ist damit nicht gegeben. Etwa 60 % der Betroffenen hat
keine zusatzlichen Fehlbildungen. Man spricht von der ,einfachen® Transposition. Diese Zahl
bedingt die hohe Mortalitat aller Transpositionen von ca. 90 % im ersten Lebensjahr ohne
chirurgische Intervention [17]. Die restlichen Patienten haben eine ,komplexe® Transposition,
bei der andere Fehlbildungen auftreten. Die haufigsten Anomalien sind ein VSD und eine
pulmonale oder subpulmonale Stenose. Gerade die zusatzlichen Fehlbildungen wie ein
Shunt auf Vorhof- oder Ventrikelebene oder ein PDA machen ein Uberleben der Patienten
ohne chirurgische Sofort-Intervention moglich, da es so eine Verbindung zwischen den
beiden Kreislaufen gibt; eine Durchmischung des Blutes kann stattfinden. Die D-TGA ist eine
haufige zyanotische Fehlbildung bei Neugeborenen.

Die kongenital korrigierte (cc-) oder L-TGA ist definiert als kardiale Anomalie mit

atrioventrikularer und ventrikuloarterieller Diskordanz. Die Aorta ist haufig nach links und
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vorne verlagert, die groRen Gefalle kdnnen nebeneinander liegen. Bei dieser seltenen
Fehlbildung gelangt das sauerstoffarme Blut Giber den RA in den funktionellen LV, von dort
wird es in die PA gepumpt. Das oxygenierte Blut aus der Lungenstrombahn strémt tber den
LA in den funktionellen RV und gelangt von dort in die Aorta. Das Blut fliel3t somit in die
physiologische Richtung, passiert dabei allerdings die falschen Kammern [16]. Fast alle
betroffenen Patienten haben weitere Fehlbildungen, u. a. VSD (in 75 % der Félle), pulmonale
oder subpulmonale Stenose (in 75 % der Félle) oder Trikuspidalklappen-anomalien (in 30 %
der Falle) [17]. Die wenigen Patienten, die keine weiteren kardialen Fehlbildungen haben,
konnen ohne Kenntnis ihrer Erkrankung bis in die 6. oder 7. Lebensdekade Uberleben.
Probleme, die auftreten kdnnen, sind zunehmende Trikuspidalklappeninsuffizienz und RV-
Dysfunktion (beide zum Systemkreislauf gehérend). Dies kann sich in einem akuten
Lungenddem &auf3ern. Auch Arrhythmien und ein AV-Block treten auf [17]. Die Arterielle
Switch-Operation (ASO) gilt heutzutage bei der TGA als Therapie der Wahl [18, 19]. Sie hat
sich nicht nur, weil es sich um eine anatomische Korrektur handelt, sondern auch aufgrund
eines besseren Langzeitergebnisses nach der ASO im Vergleich zu Operationsverfahren
nach Mustard oder Senning (atriale Switch-Operation) [20] durchgesetzt. Bei dieser
Operation werden die groRen GefaRe getauscht, sodass die Aorta aus dem LV und die
A. pulmonalis aus dem RV entspringen kann und der Lungen- und der Kérperkreislauf nun in
Reihe geschaltet sind. Die Koronararterien werden dabei von der ehemaligen Aorta auf den
Stumpf der PA transferiert. Die haufigste postoperative Komplikation stellt die
Pulmonalarterienverengung dar [21]. Die alteren Verfahren nach Mustard oder Senning
behalten den RV als Systemventrikel. Er bleibt daher druckbelastet. Bei der D-Transposition
der groRen GefalRe mit intaktem Ventrikelseptum pumpt der LV praoperativ Blut in das
pulmonale Niederdrucksystem, was zu einer inadaquaten Abnahme der Muskelmasse des
LV im Vergleich zum RV, der als Systemventrikel fungiert, fuhrt [22, 23]. Das Myokard des
LV verliert innerhalb von wenigen Wochen seine Fahigkeit, bei hohem Systemdruck zu
arbeiten. Daher sollte die ASO in der Neugeborenenperiode erfolgen. Findet sie nicht in
diesem optimalen Zeitraum statt, ist es notwendig, den LV durch ein vorheriges Banding der
PA vorzubereiten, um eine Hypertrophie durch Druckbelastung zu induzieren [18, 24].

Bei einigen angeborenen Herzerkrankungen wie multiple VSD oder ein einzelner Ventrikel
mit erhéhtem pulmonalen Blutfluss besteht die Gefahr einer Lungeniberflutung mit einer
konsekutiven Ausbildung einer pulmonalen Hypertonie. Um diesem vorzubeugen, kann eine
therapeutische oder palliative Verengung der PA vorgenommen werden [25, 26]. Es resultiert

eine chronische Druckbelastung des RV.
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Abb. 3: Schematischer Uberblick der im Text erwahnten Herzfehler: Langsschnitt des Herzens beim
Ventrikelseptumdefekt (A), bei der Pulmonalklappenstenose (B), bei der Fallot’'schen Tetralogie (C)
und beim hypoplastischen Linksherzsyndrom (D)

HLHS: Hypoplastisches Linksherzsyndrom; PS: Pulmonalklappenstenose; TOF: Fallot’'sche
Tetralogie; VSD: Ventrikelseptumdefekt

1.2.2 Diagnostik der Druckbelastung des rechten Herzens

Um eine Aussage Uber die Physiologie und damit auch die Pathophysiologie des RV machen
zu koénnen, ist eine Einschatzung seiner Leistung unerldsslich. Die Diagnostik gliedert sich
nach nicht-invasiven und invasiven Messverfahren. Das Elektrokardiogramm (EKG) ebenso
wie eine Rontgenaufnahme des Thorax bleibt in den meisten Fallen unspezifisch. Mogliche
Hinweise sind ein Rechtslagetyp, ein p-Dextroatriale und Zeichen der myokardialen
Hypertrophie. Die zweidimensionale Echokardiographie stellt die Bildgebung der Wahl zur
Abschatzung der Funktion des LV dar. Sie basiert allerdings auf geometrischen Annahmen
und ist daher fur die Funktion des RV nicht aussagekréftig genug [27]. Die Angiographie, die
in der Vergangenheit die Methode der Wahl fir die Evaluation des RV war, ist ein invasives
Verfahren der Bildgebung, welches den Patienten eine Kontrastmittel- und Strahlenbelastung
aussetzt. Sie wurde unlangst durch die kardiale Magnetresonanztomographie (cMRT) als
nicht-invasives Verfahren abgelost. Die kardiale Bildgebung mittels MRT gilt heutzutage als
Goldstandard zur Quantifizierung von Grdf3e und Funktion des RV [28]. Der finanzielle,
zeitliche und logistische Aufwand sowie die Notwendigkeit der Atempause und eines
regularen  Herzrhythmus sind  jedoch  Einschrdnkungen. Die  mehrschichtige
Computertomographie stellt trotz der hohen Strahlenbelastung eine geeignete Alternative
dar. Die dreidimensionale Echokardiographie ist eine zuverlassige Methode zur
Einschatzung von GroRRe, Volumen und Funktion des RV unter Beachtung der komplexen
Geometrie des RV mit seinen Trabekulationen und Papillarmuskeln [29]. Nachteilig sind
jedoch die hohen Kosten, der Zeitaufwand und die Verfligbarkeit. Eine definitive
Abschatzung der rechtsventrikularen Dysfunktion bleibt ein Gebiet ohne klare Leitlinien und
Evidenzen fir diagnostische und therapeutische MaRnahmen [30]. Invasive Messungen des

LV mittels Konduktanzkatheter sind bereits als feste diagnostische Methode sowohl
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experimentell als auch klinisch akzeptiert. Die Messungen des RV mit dieser Methode waren
bislang aufgrund der dichten Trabekulation und der komplexen Geometrie des RV nur
eingeschrankt moglich. Danton und Kollegen konnten die Genauigkeit dieser Technik im
Schweinemodell demonstrieren [31]. Die Konduktanzkatheter-Technik hat sich als
zuverlassige und prazise Methode zur Messung der Funktion des RV durchgesetzt.
Messungen mit Hilfe des Konduktanzkatheters ermoglichen eine exakte und objektive
Beschreibung der rechtsventrikularen Funktion [31-33]. Diese werden in verschiedenen
pathologischen Zustanden durch die Analyse der Druck-Volumen-Beziehung ermoglicht.
Durch diese Methode ist es mdglich, dass die systolischen und diastolischen Eigenschaften
des RV unabhéngig von der vorliegenden Vor- und Nachlast in Echtzeit objektiv gemessen
und interpretiert werden kénnen. Aus diesem Grund stellt diese invasive hdmodynamische
Untersuchung den Goldstandard zum Erkennen einer rechtsventrikularen Dysfunktion dar
[34, 35].

1.2.3 Pathophysiologie der rechtsventrikularen Druckbelastung

Zum Verstandnis der Pathophysiologie der rechtsventrikuldren Druckbelastung ist die
Kenntnis der unterschiedlichen Architektur des linken und rechten Ventrikels essentiell. Es ist
zu beachten, dass sich der LV im Hochdruck-, der RV jedoch im Niederdrucksystem
befindet. Der LV muss demzufolge eine hdohere Arbeit leisten, um den Druck in der Aorta
Uberwinden und das Blut in den Korperkreislauf pumpen zu kénnen. Die Anatomie des LV
spiegelt dieses wider: Die freie Wand ist dicker als die des RV, die konische Form des LV
zeugt von der hoheren Pumpfahigkeit. Auch die Anordnung der Myofibrillen in ihrer
Sandwich-Struktur mit schrdg verlaufenden Fasern an der Oberflache, longitudinal
angeordneten Myofibrillen im Subendokard und zirkumferent laufenden Fasern dazwischen
geben Aufschluss Uber die Kontraktionsfahigkeit des Ventrikels [7]. Im Gegensatz dazu weist
die muskulare Architektur des RV auf eine geringere Arbeit im Lungenkreislauf hin, auch
wenn das gleiche Blutvolumen gepumpt wird: Die freie Wand des RV ist dinner, die
Myofibrillen besitzen eine Zwei-Schichtung aus schrdg verlaufenden und longitudinal
angeordneten Fasern. Die zirkumferent laufende Schicht fehlt.

Die Folgen einer chronischen Druckbelastung des Herzens lassen sich durch das Laplace-

Gesetz erklaren.

K=P*r/(2*d)

(d: Durchmesser; K: Wandspannung; P: transmuraler Druck; r: Radius)



1 Einleitung und Zielstellung

Im dinnwandigen RV resultiert ein erhohter transmuraler Druck P in einer erhohten
Wandspannung K. Um diese wieder herabzusetzen, reagiert der RV mit einer Verdickung
der Kammerwand oder mit einem reduzierten Radius des Ventrikels. Im Laufe von Wochen
kommt es zu pathologischen Umbauprozessen des rechten Herzens, dem Remodeling. Eine
Druckbelastung fuhrt zu einer konzentrischen Hypertrophie, die durch eine Vervielfaltigung
parallel liegender Sarkomere und demzufolge einer Verbreiterung von Kardiomyozyten
bedingt ist [36]. Auf subzellularer Ebene wird die Funktionsweise der Proteine, die fir die
Aufrechterhaltung des Kalzium-Gleichgewichtes  verantwortlich  sind, gestort.
Kollageneinlagerungen sowie eine Beeintrdchtigung der mitochondrialen und der
endothelialen Funktionen finden statt [37]. Zusatzlich verliert der RV an kontraktiler Kraft und
Elastizitat, welche durch eine Analyse der Druck-Volumen-Kurven bereits frilh erkannt
werden kann. Eine systolische und diastolische Dysfunktion nimmt zu. Die zunéchst
konzentrische Hypertrophie verhalt sich gewdhnlich proportional zum Grad der Obstruktion
[6]. Es folgt eine Dilatation des RV bei chronischer Druckbelastung. Es kann zu einer
Dekompensation des RV kommen, die im Rechtsherzversagen miindet.

Durch die Hypertrophie des RV kommt es zu einer verschlechterten ventrikularen
Compliance, wodurch die diastolische Funktion beeintrachtigt werden kann. Dies auf3ert sich
in einem erhoéhten Druck im RA und einen Rechts-Links-Shunt Gber ein offenes Foramen
ovale mit konsekutiv erniedrigter Sauerstoffsattigung [6].

Als Resultat jahrzehntelanger Forschung kann geschlussfolgert werden, dass das Herz ein
vielversprechendes Regenerationspotential [38] besitzt, auf welches man in verschiedenen
Ebenen Einfluss nehmen kann. So gibt es zahlreiche experimentelle und klinische Studien,
die eine verbesserte Funktion des LV nach Myokardinfarkt (MI) belegen [39-41]. Diese
erfolgversprechenden Strategien zur Verbesserung der myokardialen Funktion kann man

sich auch bei der komplementaren Behandlung angeborener Herzfehler zu Nutzen machen.

1.3 Erythropoetin

Erythropoetin (Epo) ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 30,4 kilo-Dalton
(kDa), das v. a. in den peritubularen interstitiellen Zellen der Niere nach Stimulation durch
Hypoxie produziert wird. Es ist ein Hormon, welches die Teilung und Differenzierung von
erythroiden Progenitorzellen im Knochenmark stimuliert [42], indem es das Gleichgewicht
zwischen Erythropoese und Apoptose zugunsten der Erythropoese verschiebt [43]. Epo
besitzt einen 66-78 kDa grol3en, membranstandigen Rezeptor, der Erythropoetin-Rezeptor,
der zur Zytokin-Superfamilie gehort [44]. In den letzten Jahren konnten Epo zusammen mit
seinem Rezeptor neben den Effekten im hamatopoetischen System zahlreiche weitere
Wirkungen im Organismus zugeschrieben werden. So wird der Erythropoetin-Rezeptor
(Epo-R) in einer Vielzahl von nicht-blutbildenden Geweben wie Gehirn [45] und Endothel [46]
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1 Einleitung und Zielstellung

exprimiert. Die physiologische Plasmakonzentration von Epo beim Menschen betragt
10-25 Units (Einheiten, U) / Liter (I).

Aufgrund seiner physiologischen Wirkungen kann Epo bei verschiedenen Erkrankungen
therapeutisch eingesetzt werden. Im klinischen Alltag hat sich der Einsatz des
rekombinanten Epo aufgrund seiner signifikanten Effekte auf die Erythropoese v. a. zur
Behandlung der Anédmie und der chronischen Nierenfunktionsstorung bewéhrt [47-49].
Weiterhin bewirken Infektionen u. a. mit dem HI-Virus und chronische entziindliche
Erkrankungen wie rheumatoide Arthritis oder chronische Darmerkrankungen [50] sowie
Neoplasien [51] durch Inhibierung der Epo-Sekretion eine Anamie. Klinische Studien
belegen, dass regelméfRige Epo-Gaben diese Anédmie korrigieren kbénnen [52, 53]. Zusétzlich
erzeugt Epo vorteilhafte Effekte im kardiovaskularen System. Dem Hormon werden
kardioprotektive Wirkungen durch eine Verhinderung der myokardialen Apoptose, einer
Reduktion der Entziindung [54] und einer Induktion der Angiogenese [55, 56] zugesprochen.
In der Literatur wird auch Uber eine mdgliche Reduktion von ventrikularen Arrhythmien und

Uber die Rolle von Epo im Rahmen der kardialen Hypertrophie diskutiert [57].

1.3.1 Kardioprotektion durch Reduktion der Apoptose

Die Rolle von Epo in der Pravention der Apoptose der Kardiomyozyten ist ein recht gut
untersuchter Bereich der Kardioprotektion. Die Verhinderung der Apoptose, welche z. B.
durch eine Herzinsuffizienz entsteht, kann die Prognose dieser Erkrankung entscheidend
verbessern. Ein moglicher Mechanismus fir die myokardiale Apoptose bei der
Herzinsuffizienz kann eine Uberstimulation des B;-Rezeptors sein [58]. In der Literatur wird in
unterschiedlichen Studien angegeben, dass Epo in der Reduktion der Apoptose u. a. im
Rahmen der Kardiomyopathie [59] und des MI [60] eine Rolle spielt. Die Arbeitsgruppe um
Calvillo belegte, dass eine Behandlung mit Epo die kardiomyozytare Apoptose sowohl in
vitro als auch in vivo signifikant verringerte, was eine Verbesserung der Herzfunktion
bewirkte [61]. Der in der Literatur favorisierte Mechanismus des anti-apoptotischen Effektes
von Epo wird der Proteinkinase B (Akt) zugesprochen. Die Proteinkinase B scheint die
Kardiomyozyten durch eine Inhibition von pro-apoptotischen Proteinen wie BAD, Caspase-9
und von pro-apoptotischen Transkriptionsfaktoren wie FKRL1 vor dem programmierten
Zelltod zu schitzen [62-64]. Eine weitere wichtige Rolle der anti-apoptotischen Effekte von
Epo scheint der durch die endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) induzierten
Stickstoffmonoxid-Produktion zugesprochen zu werden [65]. Die eNOS-abhangige
Stickstoffmonoxid- (NO-) Produktion reduziere die Apoptose durch eine Verringerung von
oxidativem Stress, eine erhéhte Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 und durch
Inhibition der Aktivitat der pro-apoptotischen Proteinen Caspase-3 und Caspase-8 [66, 67].

Fir einen weiteren Mechanismus der Reduktion der Apoptose der Kardiomyozyten kdnnte
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die Glykogensynthasekinase 33 (GSK-3f) verantwortlich sein, indem sie die Expression des
anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 erhdht und die Expression des pro-apoptotischen Proteins
Bax inhibiert [68]. Zusammenfassend gibt es eine Vielzahl von Hinweisen, die den Schutz
der Kardiomyozyten vor Apoptose durch Epo durch einen Akt-abhangigen Mechanismus
annehmen. GSK-3B und eNOS scheinen wichtige Mediatoren des Signalweges von Akt zu

sein.

1.3.2 Kardioprotektion durch Reduktion der Entziindungreaktion

Inflammation stellt einen wichtigen Faktor der kardialen Dysfunktion im Rahmen der
Herzinsuffizienz dar, da sie die Prognose dieser Erkrankung signifikant verschlechtern kann.
Im Zuge einer Entzindungsreaktion kommt es zu einer erhdéhten Expression
inflammatorischer Zytokine wie dem Tumornekrosefaktor (TNF-) a und dem Inter-
leukin- (IL-) 1B, die ihrerseits einen direkten Einfluss auf die Kontraktilitdt, die Fibrose und
den Zelltod nehmen [69-72]. Zusatzlich ist die Expression des Enzyms Cyclooxygenase-2
(COX-2) bei der Herzinsuffizienz erhoht, dies fihrt zu einer beeintrachtigten Ventrikelfunktion
[73]. Zahlreiche Studien sprechen Epo eine entscheidende Rolle in der Reduktion der
Entziindungsreaktion in verschiedenen Modellen zum MI oder zur Ischamie/Reperfusion zu
[54, 74-77]. Die Arbeitsgruppe um Li konnte anhand eines chronischen Herzinsuffizienz-
Modells an Mausen zeigen, dass eine Behandlung mit Epo die myokardiale Expression von
verschiedenen inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, TNF-a und IL-1f inhibieren kann [54].
Liu und Kollegen, die ein Ischamie/Reperfusionsmodell am Kleintier nutzten, fanden heraus,
dass Epo nicht nur die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-6
reduziert, sondern auch die Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 erhdht [54,
75, 76]. Die COX-2 ist ein wichtiger inflammatorischer Mediator, dessen Expression durch
Epo inhibiert werden kann, was zu einer verringerten Ventrikeldilatation und -dysfunktion
fuhrt [59]. Gerade die Verknipfung zwischen Epo und COX-2 bedarf weiterer Studien, da der

genaue Mechanismus dieser Verbindung noch nicht geklart ist.

1.3.3 Kardioprotektion durch Induktion der Angiogenese

Die ischamische Herzerkrankung ist durch eine verminderte myokardiale Blutversorgung
gekennzeichnet. Eine Induktion der Angiogenese, d. h. der Bildung neuer Kapillargefaile,
kann bei verschiedenen Herzerkrankungen vorteilhaft sein. Eine Optimierung der Perfusion
des Herzens kann beispielsweise eine druckbedingte kardiale Hypertrophie [78, 79], das
Outcome nach MI oder bei der dilatativen Kardiomoypathie [80] die Herzfunktion verbessern.
Mehrere Studien belegen, dass Epo eine wichtige Rolle im Rahmen der Angiogenese im
Herzen spielt. In vivo-Arbeiten konnten die Stimulation der Angiogenese und die

Verbesserung der Herzfunktion im ischamischen Herzen bestatigen [55, 56]. Eine
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Behandlung mit Epo konnte die Kapillardichte im Bereich um den Infarkt herum erhéhen und
so zu einer verbesserten Ventrikelfunktion fiihren. Zusatzlich exprimieren Endothelzellen
Epo-R und proliferieren unter einer Epo-Therapie [46, 81]. Gleichzeitig kann es wahrend der
Entwicklung zu einer fehlerhaften Angiogenese kommen, wenn Epo oder sein Rezeptor fehlt.
Das erhohte kapillare Wachstum ist in vitro sogar mit dem von Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) vergleichbar [82]. Der Signalweg, Uber den die myokardiale GefalR3bildung
stimuliert wird, steht zurzeit im Zentrum der Forschung. In der Diskussion befindet sich das
Endothelin 1, dessen Konzentration im Blut durch Epo erhdht werden kann. Andere Studien
favorisieren die endothelialen Progenitorzellen (EPC) aufgrund der erhdhten Proliferation
und Mobilisation dieser Zellen durch Epo [82]. Zusammenfassend fordert Epo die
GefalRneubildung im ischamischen Herzen durch eine Reihe von Mechanismen, zu denen
die Proliferation, die Mobilisierung, das Homing der EPC und deren Einbau in das Endothel
gehort [83].

Ventrikulare Arrhythmien stellen den Hauptgrund fiir den plétzlichen Herztod dar. Sie werden
als Stérungen der normalen Herzschlagfolge definiert. Schatzungen zufolge treten bei 70 %
der Patienten, die einen Ml erlitten haben, im darauf folgenden Zeitraum Arrhythmien auf
[84]. Die Pravention dieser Komplikation kann die Mortalitdt des Ml und das Auftreten des
plétzlichen Herztodes verringern. Eine mdgliche Vorbeugung von Arrhythmien im Zuge einer

Ischamie durch die Gabe von Epo wird bislang ebenfalls diskutiert [85].

1.4 Der Einfluss von Erythropoetin auf das kardiale Remodeling

Die Hypertrophie des Myokards gehort zur natirlichen Entwicklung und kann protektiv fur
den Organismus sein. Eine reaktive pathologische Hypertrophie entsteht im Rahmen
verschiedener Herzerkrankungen wie Klappenverengungen, ischdmische Herzerkrankung
oder Hypertonus und bedingt eine erhdhte kardiale Sterblichkeit [86]. Eine Reduktion der
Hypertrophie senkt die Mortalitdt und verbessert so die Herzfunktion. Medikamente, die das
Angiotensin-konvertierende-Enzym blockieren (ACE-Hemmer), tragen zu dieser Entwicklung
bei. Die Rolle von Epo und sein Effekt auf die kardiale Hypertrophie werden in der Literatur
kontrovers diskutiert. Einige Studien belegen eine Erhéhung des Herzgewichtes nach einer
Behandlung mit Epo in Zusammenhang mit einer erhéhten Expression von dem atrialen
natriuretischen Peptid und dem B-Typ natriuretischen Peptid als Marker fir die Hypertrophie.
Zusatzlich erhdhte sich die Viskositat des Blutes unter der Epo-Behandlung, gemessen
durch den Hamatokrit. Erh6hungen dieses Blutwertes fihren zusatzlich zu einer
ventrikularen Hypertrophie [87, 88]. Andere Studien gehen von einer Reduktion der kardialen
Hypertrophie ohne Reduktion der GroRe der Myozyten durch die Gabe von Epo aus [55].
Eine kardiale Hypertrophie, wie sie auch durch chronische Anamien im Rahmen einer

Niereninsuffizienz auftreten kénnen, kann durch Epo reduziert werden. Dies ist bereits seit
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langem bekannt und akzeptiert. Durch die Reduktion der kardialen Hypertrophie bei Andmie
durch die Behandlung von Epo kann die Herzfunktion verbessert werden [89, 90]. Die
Bedeutung von Epo auf die kardiale Hypertrophie in einem druckbelasteten Herzen konnte
bislang noch nicht hinreichend dargestellt werden.

Verschiedene angeborene Herzfehler bedingen eine erhdhte Druckbelastung vor allem des
RV. Diese Druckbelastung fuhrt zu zahlreichen Umbauprozessen, dem kardialen
Remodeling. Diese Umbauprozesse beinhalten die kardiale Hypertrophie, die
kardiomyozytére Apoptose, den fibrotischen Umbau des Herzgewebes und die Verringerung
der Kapillardichte. Gerade ein Anstieg der kardialen Fibrose greift in den Metabolismus der
Kardiomyozyten durch eine reduzierte Kapillardichte und eine erhéhte Sauerstoff-
Diffusionsstrecke ein [91]. Zusatzlich kommt es zu einer Akkumulation v. a. des Kollagen
Typ |, wodurch sowohl die myokardiale Kontraktion als auch die Relaxation durch die
erhdhte Steifheit (Elastizitat) zunimmt. Dies beeinflusst die Funktion des Ventrikels
maf3geblich [92]. Eine Behandlung des druckbelasteten Herzens mit Epo kénnte sich
aufgrund der zahlreichen wissenschaftlich belegten positiven Eigenschaften in Bezug auf die

Kardioprotektion vorteilig auswirken.
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1.5 Zielstellung

Das Ziel dieser Studie war die Beurteilung der Effektivitat der intramyokardialen und
symstemischen Applikation von Epo in einem Modell zur chronischen Druckbelastung des
RV mit Hilfe der Verengung der PA. Ein wichtiger Teilaspekt unserer Studie war die
detaillierte Untersuchung und der Vergleich der rechtsventrikularen Antwort auf akute und
chronische Druckbelastung, die mit Hilfe der Konduktanzkatheter-Methode gemessen wurde.
Wir untersuchten, ob

1. das chirurgische Vorgehen mit der Verengung der PA ein geeignetes Modell zur
Untersuchung einer postoperativen Druckbelastung des RV darstellt,

2. die Anwendung von Konduktanzkatheter-Messungen mit der Bestimmung der Druck-
Volumen-Kurven in diesem Modell zu einer prazisen Analyse der rechtsventrikuléaren
Funktion geeignet ist und

3. die myokardialen Effekte einer intramyokardialen und systemischen Gabe von Epo
bei einer chronischen Druckbelastung des RV zur Beeinflussung der

rechtsventrikularen Dysfunktion effektiv sind.

Die durchgefiihrte Operation zur Induktion einer akuten und chronischen Druckbelastung im
RV beinhaltete eine Verengung der PA in ihrem Stammbereich mit Hilfe eines Bandes. Die
Beurteilung der Herzfunktion erfolgte vor und nach der Verengung der PA zun&chst invasiv
mit Hilfe der Konduktanzkatheter-Methode und zehn Wochen nach dem 1. Operationstag
einmalig nicht-invasiv mit der cMRT. Die cMRT ermdéglichte sowohl hamodynamische
Messungen als auch die Validierung der Pulmonalarterienverengung. Sie konnte auch zum
Ausschluss von unerwinschter Gewebebildung durch Epo, z. B. Kalzifikationen und
Tumorbildung, herangezogen werden. Nach zwolf Wochen wurde die Herzfunktion erneut
mit Hilfe des Konduktanzkatheters auf eine chronische Druckbelastung geprift. Nach
Abschluss der hamodynamischen Untersuchungen erfolgten die Euthanasie der
Versuchstiere und die Explantation der Herzen zur weiteren Aufarbeitung. Die
makroskopischen, mikroskopischen und immunhistochemischen Untersuchungstechniken
sowie die reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurden zur
Evaluation der Effektivitat der intramyokardialen und systemischen Epo-Injektion und zur

Analyse der Kausalitat sowie der Plausibilitat der Ergebnisse herangezogen.
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2 Methoden

2.1 Versuchstiere

Schafe eignen sich aufgrund ihrer dem Menschen &hnlichen kardialen Anatomie, aber auch
wegen der guten Verfugbarkeit, der komplikationsarmen Haltung sowie ihrer
Infektionsresistenz gut fur die experimentelle Herzchirurgie. Die Tierversuche wurden nach
den Vorschriften des deutschen Tierschutzgesetzes (TierschG § 7, 8, 8a, 8b, 9, 9a, zuletzt
geéandert am 18. Dezember 2007; BGBI. | S. 3001; 2008, 47) durchgefihrt. Der Antrag flr
die Durchfihrung der Tierversuche wurde beim Landesamt fir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern eingereicht und von der

Tierschutzkommission genehmigt.

2.2 Haltungsbedingungen

Die Tiere wurden von Beginn der Versuche bis zum 7. postoperativen Tag in einer
geschlossenen Stallung (Universitat Rostock, Institut fir Experimentelle Chirurgie) mit freiem
Zugang zu Wasser und Heu gehalten. Einmal taglich bekamen sie zusatzlich Kraftfutter.
Préoperativ erfolgte eine tagliche Visite zur genauen Beurteilung des aktuellen
Gesundheitszustandes der Tiere. Hierbei wurden Atmung, Puls, rektale Temperatur, Fress-
und Trinkverhalten, Auskultation von Lunge und Herz sowie Ausscheidung, Aktivitdt und
Gruppenverhalten beurteilt. Am Operationstag erfolgte die Dokumentation von Atmung,
Herzfrequenz (HF), rektaler Temperatur und Gewicht des Tieres. Vom ersten bis zum
zehnten postoperativen Tag fanden wieder tagliche Visiten und Untersuchungen der Tiere
statt. Danach wurden die Tiere fur die kommenden zwdlf Wochen mit Ausnahme der
Durchfiihrung der MRT auf eine Grinflache (Universitdt Rostock, Tierversuchsanlage)

ausgelagert. Eine regelmafige Visite wurde nun vierzehntagig durchgefiihrt.

2.3 Versuchsablauf

Als Versuchstiere wurden vier Monate alte Lammer beiderlei Geschlechts verwendet. Die
Tiere (n=20; mannlich:weiblich = 2:18) wurden auf zwei Gruppen aufgeteilt, die Zugehdorigkeit
zur jeweiligen Gruppe erfolgte zufallig. Jedes Tier wurde zweimal operiert, wobei beide
Eingriffe in einem Abstand von zwo6If Wochen stattfanden. Im Rahmen der ersten Operation
wurde eine Pulmonalarterienverengung mit der chirurgischen Anlage eines Bands im
Stammbereich der PA durchgefuhrt. Dieses Vorgehen diente zur Induktion der
rechtsventrikularen Druckbelastung. Zur Validierung dieser akuten Pulmonalarterien-
verengung wurden die Aufzeichnungen der Druck-Volumen-Kurven mit der
Konduktanzkatheter-Methode herangezogen. Unmittelbar nach diesen Messungen erfolgte
die intramyokardiale Injektion von 1.000 U/Kilogramm (kg) Kérpergewicht (KGW) Epo bei der

Versuchsgruppe  (durchschnittliches  préoperatives  Gewicht der Lammer der
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Versuchsgruppe: 38,3 + 5,1 kg) bzw. von Natriumchlorid (NaCl) bei der Kontrollgruppe
(durchschnittliches praoperatives Gewicht der Lammer der Kontrollgruppe: 38,6 + 4,6 kg)
nach einem festen Schema in die freie Wand des RV (siehe Abb. 7, S. 27). Zusétzlich wurde
den Tieren der Versuchsgruppe vier Wochen nach der Operation wdchentlich eine
subkutane Epo-Injektion von 500 U/kg KGW verabreicht. Nach zwolf Wochen wurde die
zweite Operation durchgefuhrt. Hier wurden hamodynamische Messungen in Ruhe und unter
medikamentos induziertem Stress mit Dobutamin aufgenommen.

Nach Beendung der Messungen erfolgten die Euthanasie der Tiere und die Explantation der
Herzen zur makroskopischen Beurteilung sowie zur histologischen Auswertung.

Zehn Wochen nach der ersten Operation erfolgte eine Bildgebung mittels MRT zur
Beurteilung des Schweregrades der Pulmonalarterienverengung sowie zur Messung der

Flussgeschwindigkeiten auf Hohe der beiden Taschenklappen.
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4 Monate alte Schafe (n=20)

Versuchsgruppe (n=10) Kontroligruppe (n=10)
(38,3 £ 5,1 kg) (38,6 4,6 kg)
¢ praoperative Druck-Volumen-Kurven ¢
1. Operation 1. Operation
Banding der A. pulmonalis Banding der A. pulmonalis
Epo-Injektionenin den RV NaCl-Injektionenin den RV
1.000 U/kg KGW (10 Injektionena 0,1 ml)
(10 Injektionena 0,1 ml)

+
Epo-Injektionens.c.
500 U/kg KGW/Woche
fir 4 Wochen

l postoperative Druck-Volumen-Kurven

|
|

kardiale MRT nach 10 Wochen

2. Operation nach 12 Wochen
Druck-Volumen-Kurven
- unter Ruhebedingungen
- unter Dobutamin-Stress

Explantation der Herzen fur
- Makroskopie
- Immunhistochemie
- RT-PCR

Abb. 4: Das experimentelle Konzept der Studie. Dieses Diagramm wurde nach der Habilitationsschrift
von Dr. med. habil. Can Yerebakan modifiziert [93].

A.. Arteria; Epo: Erythropoetin; kg: Kilogramm; KGW: Kdérpergewicht; ml: Milliliter; MRT: Magnet-
resonanztomographie; n: Anzahl; NaCl: Natriumchlorid; RT-PCR: Reverse Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion; RV: rechter Ventrikel; s.c.: subkutan; U: Units, Einheiten
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2.4 Anasthesie und perioperatives Management

Den Tieren wurde 24 Stunden vor den Operationen bzw. vor der Bildgebung mittels MRT
eine Nahrungskarenz mit freiem Zugang zu Wasser auferlegt. Am ersten Operationstag
erhielten die Tiere eine antibiotische Prophylaxe mit 5 Milligramm (mg)/kg KGW Enrofloxacin
intramuskular. Zusatzlich erfolgte am Versuchstag die perioperative Analgesie mit 2,2 mg/kg
KGW Flunixin-Meglumin subkutan. Die Schafe wurden wach in den Operationssaal des
Institutes fur Experimentelle Chirurgie transportiert. Dort erfolgte die Pramedikation mit einer
intramuskularen Injektion von 0,1 bis 0,5 mg/kg KGW Xylazin sowie 10 bis 20 mg/kg KGW
Ketamin 10 %. Am bewusstlosen Tier konnte die V. jugularis externa sinistra oder dextra
punktiert werden, um so den zentralvendsen Zugang zu legen. Uber diesen wurde zusétzlich
0,125 mg/kg KGW Diazepam appliziert. Nun erfolgte die Praoxygenierung Uber ca. drei
Minuten (min) mit 100 % Sauerstoff unter Pulsoxymetrie zur Kontrolle der peripheren
Sauerstoffsattigung. AnschlieRend wurde das Tier unter der Bedarfsmedikation von 1 mg/kg
KGW Propofol orotracheal intubiert, um es daraufhin an die maschinelle Beatmung fir die
Inhalationsnarkose mit 1,5 % bis 2,5 % Isofluran im Atemgemisch anzuschlie3en. Aul3erdem
verabreichten wir praoperativ 0,005 bis 0,01 mg/kg KGW des Muskelrelaxans Pancuronium
und 0,0075 mg/kg KGW des Opioids Fentanyl intravends (i.v.). Zusatzlich erfolgte beim
ersten Eingriff bei beiden Gruppen die intraventése Gabe von 0,1 mg/kg KGW
Dexamethason. Vor dem Beginn des chirurgischen Eingriffes wurde eine Magensonde
platziert. Die Anasthesie mittels Inhalationsnarkose wurde bis zur Beendigung der Versuche
fortgefihrt. Nach Abschluss der ersten Operation wurde das Tier in Bauchhaltung gelagert
und mittels Pulsoxymetrie Uberwacht. Die Extubation konnte nach dem Einsetzen der
korpereigenen Schutzreflexe und einer suffizienten Spontanatmung erfolgen. Der Transport
in die Stallung erfolgte erst nach Erlangen des vollen Bewusstseins. Dort wurden die frisch
operierten Tiere zunachst in Einer- bzw. Zweier-Gruppen gehalten, um sie vom Rest der
Herde zu schitzen und eine Erholung nach der Operation zu gewébhrleisten. Nach
Beendigung des zweiten operativen Eingriffs, am Ende der Versuche, wurde das Tier durch
eine intravendse Injektion von 20 Milliliter (ml) 7,45 %-igem Kalium unter der Narkose

euthanasiert. Das Herz wurde zur weiteren histologischen Untersuchung explantiert.

2.5 Operationstechnik

Nach einer links-anterioren Thorakotomie im 5. oder 6. Interkostalraum (ICR) erfolgte die
Praparation des Herzens mit der Er6ffnung des Perikards und die Darstellung des RV, der
Aorta, der A. pulmonalis und der V. cava superior. Die Aorta wurde von der A. pulmonalis
isoliert, indem die adventitielle Verbindung dieser GefaRe getrennt wurde. Das Ziel der
Operation war es, ein drei mm dickes Band im Stammbereich der PA anzubringen. Der

maximale Druck im RV wurde mit Hilfe eines intraventrikularen Druckkatheters synchron

19



2 Methoden

aufgenommen. Zuvor konnte der Durchmesser des Ausflusstraktes bestimmt werden, indem
man das Band um die PA schlang, eine Hilfsnaht anbrachte und anschlieend die Lange des
Bandes mal3. Die A. pulmonalis wurde durch das Band soweit verengt, bis der
rechtsventrikulare Druck 50 % uber dem Ausgangswert lag. Dies ist moglich, da das Herz in
der Lage ist, einen solchen rechtsventrikularen Druckanstieg ohne Dekompensation stand zu
halten. Um den Verengungsgrad bestimmen zu kdnnen, wurde das Band zuné&chst mit einer
Klemme befestigt. Die beiden Enden des Bandes wurden mit Hilfe eines nicht resorbierbaren
Prolenefadens aneinander genaht. Falls sich der Verengungsgrad nach Lésung der Klemme
anderte, wurde proximal eine weitere Prolenenaht zur Verengung benutzt bzw. eine Naht
wurde entfernt, um das Herz zu entlasten. Das Band wurde nun auch an der Adventitia der
A. pulmonalis befestigt, um einer eventuellen Verlagerung des Bandes in Richtung der

Bifurkation der PA vorzubeugen.

Abb. 5: Technik der Pulmonalarterienverengung. Ansicht auf das Herz bei er6ffnetem Perikard (A)
und nach der Verengung der Pulmonalarterie (B).

LA: linker Vorhof; PA: Pulmonalarterie; PAB: Pulmonalarterienbanding; RVOT: rechtsventrikulérer
Ausflusstrakt

2.6 Monitoring

Wahrend der Operation erfolgte das kontinuierliche Monitoring (Tabelle (Tab.) 1, S. 21)
mittels Pulsoxymetrie, Kapnometrie und EKG. Uber einen arteriellen sowie einen
zentralvendsen Katheter wurden der arterielle und der zentralvendse Druck abgeleitet. Die
periphere arterielle Sauerstoffsattigung und der endexpiratorische Kohlendioxidspiegel
wurden wahrend des Versuches innerhalb der physiologischen Grenzen gehalten.
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Tab. 1: Ubersicht iiber das Monitoring unter der Operation. Diese Tabelle wurde nach der Doktorarbeit

von Dr. med. Stephanie Nemati modifiziert [94]

Monitoring Messung Indikator

EKG Herzstréme Herzrhythmus, Herzfrequenz, Ischdmiezeichen

Pulsoxymetrie Arterielle Sauerstoffsattigung Pumpfunktion des Herzens, Gasaustausch in der
(96-98 %) Lunge

Gasaustausch in der Lunge, Suffizienz der
maschinellen Beatmung, arteriovendse
Blutzirkulation

Kapnometrie Endexpiratorisches Kohlendioxid

(35-45 mmHg)

ZVK Zentralvendser Druck .
(2-10 mmHg) Fullungsdruck des RV

Arterieller Katheter  Systemischer Druck Pumpfunktion des Herzens, peripherer
(120/80 mmHg) Gefalwiderstand

2. 7 Hamodynamische Untersuchungen

2.7.1 Swan-Ganz-Katheter-Messungen

Das Einbringen des Swan-Ganz-Katheters in den RA erfolgte lUber eine Stichinzision in der
Mitte einer Tabaksbeutelnaht. Der Swan-Ganz-Katheter dient der Messung der Driicke im
RV und in der PA und der Ermittlung der Referenzwerte fir das Herzzeitvolumen (HZV) nach
der Thermodilutionsmethode. Als Indikator wird ein Bolus von zehn ml einer eiskalten
isotonischen 0,9 % NaCl-Losung in den proximalen Schenkel des ZVK appliziert, welche
dem Blut eine bestimmte Warmemenge entzieht. Dadurch werden im Gefald stromabwaérts
fortlaufend Temperaturanderungen verursacht, die mit Hilfe eines Thermistors, der sich an
der Spitze des Swan-Ganz-Katheters befindet, registriert werden konnen. Diese Abkiihlung
ist umgekehrt proportional zum HZV, d. h. je groRer die Blutmenge ist, die pro Zeiteinheit
durch den RV flief3t, desto mehr wird die Bluttemperatur durch die Gabe einer definierten
Menge gekuhlter Flussigkeit gesenkt. Das HZV wird aus dem Integral der
Temperaturdnderung bestimmt. Es wird der Mittelwert von drei aufeinander folgenden
Messungen errechnet, um den Referenzwert fir die Volumenmessung mit dem
Konduktanzkatheter zu erhalten. Zur Berechnung des Schlagvolumens benétigt man die

simultane Aufzeichnung der HF.

SV =HZV /HF

(HF: Herzfrequenz; HZV: Herzzeitvolumen; SV: Schlagvolumen)

2.7.2 Konduktanzkatheter-Messungen

2.7.2.1 Technik

Die Messung der physiologischen Parameter von Druck und Volumen kann durch die
Technik der Konduktanz erfasst werden. Das bedeutet, dass anhand der Leitfahigkeit des
Blutes, der Konduktanz, Ruckschlisse auf das Volumen und den Druck im RV gezogen

werden konnen. Die Katheter bestehen aus sechs bis acht Metallelektroden und einem
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Sensor. Die Elektroden sind dUber und unter dem Sensor angebracht. Die Messung von
kardialen Blutvolumina mittels dieser Elektroden beruht auf einem elektrischen Feld, welches
durch die &uf3eren Elektroden im Ventrikel aufgebaut wird. Die Potentialunterschiede an den
inneren Elektroden werden kontinuierlich wahrend jedes Herzschlages gemessen und

aufgezeichnet, um so die Konduktanz zwischen den Elektroden im Ventrikel zu bestimmen.

V(t) = (1/a) (pL?) [G(t)-V,]

(a: Korrekturfaktor; G: Gesamt-Konduktanz; L: Abstand zwischen den Elektroden; p: Leitfahigkeit des

Blutes; V: intraventrikuléres Volumen; V,. Parallel-Konduktanz)

Ein Korrekturfaktor a ist notwendig, da durch die oben genannte Formel nur eine
Anné&herung an das eigentliche Volumen mdglich ist. Durch die Thermodilutionsmethode, die
mit Hilfe des Swan-Ganz-Katheters durchgefuihrt wird (siehe 2.7.1, S. 21), wird ein
Referenzvolumen bestimmt. Der Korrekturfaktor a kann nun aus den beiden errechneten

Volumenwerten ermittelt werden.

a=SV;/SVe

(a: Korrekturfaktor; SV¢: durch Konduktanzkatheter gemessenes Schlagvolumen; SVq: durch

Thermodilutionsmethode gemessenes Schlagvolumen)

Die Parallel-Konduktanz bezeichnet die Leitfahigkeit des umgebenden Gewebes. Zur
genauen Berechnung der Konduktanz des Blutes ist eine Subtraktion der Parallel-
Konduktanz notwendig. Zur Bestimmung dieser wurde eine zehn ml Bolusinjektion
hypertoner 10 %-iger NaCl-Losung Uber den ZVK in den RA appliziert. Durch dieses
Vorgehen kann die Leitfahigkeit des Blutes so gesteigert werden, dass die Parallel-
Konduktanz fast null betragt. Um eine ausreichende Genauigkeit der Messung zu

gewabhrleisten, wurde die Parallell-Konduktanz zusatzlich in Apnoe ermittelt.

2.7.2.2 Bestimmung der Druck-Volumen-Kurven

Uber eine Tabaksbeutelnaht im distalen Stammbereich der PA wurde der Katheter fiir die
Druckmessungen im Ausflusstrakt des RV platziert, so dass die Spitze des Katheters frei im
RV schwebte. Der Katheter fir die Volumenmessungen wurde auf dieselbe Weise eingelegt,
so dass die Spitze dieses Katheters im Apex des RV und die proximalen zwei Elektroden
oberhalb der Pulmonalklappe zum Liegen kamen. Der Druckkatheter wurde mit einem

Aufnehmer fur die Registrierung des Druckes und der Volumenkatheter mit einem
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Aufnehmer zur Analyse des Volumens konnektiert. Beide Aufnehmer sind Komponenten der
Millar PowerLab data-acquisition Hardware. Fir die Echtzeitverarbeitung der Signale diente
das Softwareprogramm |OX. Die Datenerfassung erfolgte online. Zur weiteren Offline-
Analyse konnten die Daten gespeichert werden.

Vor Beginn der Messung musste die Leitfahigkeit des Blutes, der p-Wert, bestimmt werden.
Dazu wurde dem jeweiligen Tier funf ml Blut entnommen und dem Gerat zur Messung der
individuellen Leitfahigkeit des Blutes zugefuhrt.

Die rechtsventrikularen Druck-Volumen-Kurven wurden online mit Hilfe eines
Impedanzkathetermessplatzes als Ausgangsmessungen praoperativ, direkt postoperativ und
als Abschlussmessungen nach zwolf Wochen zur detaillierten Analyse der
rechtsventrikularen Funktion, insbesondere der Kontraktilitat und der Elastizitat des RV,
aufgenommen.

Fur die native Ruhemessung wurden die Herzzyklen Uber zwei min registriert. Mit der
Konduktanzkatheter-Messung konnten das enddiastolische Volumen (EDV), der
enddiastolische Druck (EDP), das Schlagvolumen (SV), das HZV, das endsystolische
Volumen (ESV), der endsystolische Druck (ESP), der maximale Druck (Pnax), die maximale
Geschwindigkeit des Druckanstiegs wahrend der Systole (dp/dt..) und des Druckabfalls
wahrend der Diastole (dp/dt.;,) sowie die Zeitkonstante der ventrikuldren Relaxation (Tau)
und die Ejektionsfraktion (EF) ermittelt werden [30, 95].

2.7.3 Vorlastreduktionsmanover

Zusatzlich wurden Aufnahmen unter Anderung der Vorlast durchgefihrt. Diese erfolgten in
Ruhe in der praoperativen und postoperativen Phase am ersten Operationstag sowie
innerhalb der Reoperation nach zwdlf Wochen sowohl in Ruhe als auch unter Dobutamin-
Stress. Hierzu wurde ein Ballonkatheter, der Fogarty-Katheter, Giber den Zugangsweg im RA
in die untere Hohlvene eingebracht. Nun erfolgte unter Apnoe eine Serie von drei Vena-
cava-Okklusionsmessungen, um die Parameter fir die vorlastunabhangige
Schlagvolumenarbeit (PRSW), die vor- und nachlastunabhéngige endsystolische Elastanz
(Ees) als Index fur die myokardiale Kontraktilitat, die vor- und nachlastunabhéngige
enddiastolische Elastanz (Eed) als Index fur die myokardiale Elastizitat sowie die Druckwerte
bei einem definierten Volumen von 40 ml (V4) und 20 ml (V) und die Volumenwerte bei
einem definierten Druck von 40 mmHg (P4) und 20 mmHg (P,) zu bestimmen. Die letzten
vier erwdhnten Werte sind insofern von Bedeutung, als dass ihre festgelegten Positionen der
Kurven innerhalb des Arbeitsbereichs des RV zu sein haben. Dort wird die endsystolische
Druck-Volumen-Beziehung (ESPVR) als linear angenommen. Dies erhoht die Aussagekraft

und Prazision der vor- und nachlast-unabhéngigen Parameter.
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2.7.4 Dobutamin-Stress-Messungen

Um die Reserven der rechtsventrikularen Funktion zwo6lf Wochen nach dem ersten Eingriff
zu beurteilen, wurde ein Belastungstest, der Dobutamin-Stress-Test, durchgefinhrt.
Dobutamin ist ein Katecholamin, das direkt auf die (;-Rezeptoren des Herzens mit
konsekutivem positiv inotropem, chronotropem und dromotropen Effekt wirkt. Infolgedessen
steigt der myokardiale Sauerstoffbedarf, wéahrend das Sauerstoffangebot aufgrund der
verkurzten diastolischen Phase des Herzzyklus abnimmt. Auf diese Weise kann man
medikamentds eine Belastungssituation simulieren. Dazu infundierten wir dem Tier Uber
einen Perfusor Dobutamin in einer mittleren Dosierung von 4,5 Mikrogramm (ug)/kg/min. Die
maximale HF diente als ZielgroRe der zu erreichenden Belastbarkeit. Diese wird theoretisch
errechnet durch 220 minus Alter, hier wurde sie allerdings durch uns auf 200 bis 210
Herzschlage pro min festgelegt. Nachdem die stabile Zielfrequenz erreicht wurde, erfolgte
sowohl die Aufzeichnung des Herzzyklus Uber zwei min mit Hilfe des Konduktanzkatheters

als auch die Registrierung der Werte des Vorlastreduktionsmandvers.

2.7.5 Parameter zur Auswertung der hamodynamischen Messungen

Die Messungen mit Hilfe des Konduktanzkatheters ermdglichten die Beurteilung der Effekte
der Pulmonalarterienverengung auf die rechtsventrikulare Funktion. Die nachfolgende
Tabelle 2 zeigt die hamodynamischen Parameter, die zur Auswertung der
Rechtsherzfunktion herangezogen wurden. Es wurden vier Messzeitpunkte festgelegt. Am
ersten Operationstag wurde sowohl vor der Pulmonalarterienverengung als auch
postoperativ gemessen. Nach zwdlf Wochen fanden im Rahmen der Reoperation
Ruhemessungen statt. Die myokardiale Funktion wurde hier auch unter Dobutamin-Stress

ermittelt.

Tab. 2: Parameter zur Beurteilung der myokardialen Funktion

Herzfunktion Ruhemessung / Dobutamin
) P max ESP dp/dtma ESV EF HzV
systolisch [mmHg] [mmHg]  [mmHg/s] [mi] [%] [ml/min]
diastolisch EDP EDV dp/dtmin
[mmHg] [mi] [mmHg/s]
. .. PRSW Eed Pao P2o Ees V2o
Vorlastreduktionsmanover 1./ il [mmHg/mi] [ml] m]  [mmHg/m]  [mmHg]
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2.8 Erster Operationstag

2.8.1 Préaparation des Herzens

Die Operation wurde in Rechtsseitenlage vorgenommen. Die linke Thoraxseite wurde fir die
Thorakotomie rasiert und nach chirurgischer Hautdesinfektion in steriler Weise abgedeckt.
Nun erfolgte die links-anteriore Thorakotomie im 5. bzw. 6. ICR. Nach der Perikardiotomie
wurden Perikardhaltenahte angebracht. In Vorbereitung auf die hamodynamischen
Messungen wurden Tabaksbeutelndhte um die Zugangswege am RA fir den Swan-Ganz-
Katheter sowie den Fogarty-Katheter und an der A. pulmonalis fir den Konduktanzkatheter

angelegt.

2.8.2 Chirurgische Technik der Pulmonalarterienverengung

Nach Beendigung der préoperativen hamodynamischen Messungen am gesunden Tier
(siehe Abb. 8 A, S. 27) erfolgte die Einengung der A. pulmonalis im Stammbereich mit Hilfe
eines drei mm dicken Bandes (Abb. 8 B). Dieses wurde nach vorheriger Abmessung um den
GefalRstamm geschlungen und sowohl dort als auch an der Adventitia der A. pulmonalis
befestigt, um eine eventuelle Verlagerung des Bandes in Richtung der
Pulmonalarterienbifurkation zu verhindern. Der maximale Druck im RV wurde mit Hilfe eines
intraventrikularen Druckkatheters aufgenommen. Die A. pulmonalis wurde durch das Band

soweit verengt, bis der rechtsventrikulare Druckanstieg 50 % Uber dem Ausgangsniveau lag.

2.8.3 Validierung der akuten Pulmonalarterienverengung

In Anschluss an das Banding wurden hamodynamische Messungen mit dem
Konduktanzkatheter (siehe Abb. 8 C, S. 27) durchgefiihrt, um die akute Pulmonalarterien-
verengung zu validieren. Die Obstruktion liel3 den maximalen systolischen Druck des RV um
50 % ansteigen. Dies erfolgte unter Beachtung des Quotienten aus dem rechtsventrikularen

und systemischen Druck.

2.8.4 Intramyokardiale Injektion von Erythropoetin

Mit einer selbst konstruierten Spritze (siehe Abb. 6) wurde Epo bzw. NaCl intramyokardial in
die freie Wand des RV injiziert. Es wurden zehn Injektionen mit einem Volumen von je 0,1 ml
(das entspricht 1.000 U/kg KGW Epo) so appliziert, dass der gesamte RV vom Einflusstrakt
bis zum Infundibulum erfasst wurde (siehe Abb. 7, S. 26). Nach jeder Injektion wurde der
Injektionskanal mit einem Wattestdbchen komprimiert, um ein Herauslaufen des

Injektionsvolumens aus der Punktionsstelle zu verhindern.
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Abb. 6: Modifikation der 1 ml Spritze durch den Aufsatz eines kleinen Anteils einer
22G Kantile (Pfeil). Die von Dr. med. Christian Klopsch selbst konstruierte Spritze soll die Perforation
des Ventrikels wahrend der Injektion verhindern.

RA

Abb. 7: Schematische Darstellung der Lokalisationen der Epo- bzw. NaCl-Injektionen. Die
zehn Injektionen erfolgten nach einem einheitlichen Muster in die freie Wand des RV (roter Pfeil).

Ao: Aorta; LA: linker Vorhof; LV: linker Ventrikel; PAB: Pulmonalarterienbanding; RA: rechter Vorhof;
RV: rechter Ventrikel

2.8.5 Beendigung des ersten Operationstages

Nach Vollendung der Induktion der Pulmonalarterienverengung, der hamodynamischen
Messungen und der Injektion von Epo bzw. NaCl wurde der erste Operationstag beendet,
indem die Perikardrdnder adaptiert und eine Thoraxdrainage in das Operationsgebiet

eingelegt wurde. Es folgten eine Muskelnaht, eine subkutane Hautnaht und der
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Wundverschluss mit resorbierbarem Vicryl 2/0-Faden. Nach manueller Blahung der Lungen
mit Erhohung des intrathorakalen Druckes konnte die Drainage unter kontinuierlichem Sog
entfernt werden. AbschlielRend wurde die Wunde desinfiziert und mit Silberspray vor Keimen
und Schmutz geschitzt. Der ZVK wurde erst am Folgetag entfernt.

Abb. 8: Nachdem die Druck-Volumen-Messungen am gesunden Herzen durchgefiihrt wurden (A),
erfolgte die Verengung der Pulmonalarterie (B), wonach erneut Druck-Volumen-Messungen und
Vorlastreduktionsmanéver stattfanden (C). AbschlieBend wurde Epo in die freie Wand des rechten
Ventrikels injiziert (D).

Epo: Erythropoetin; FK: Fogarty-Katheter; LA: linker Vorhof; PA: Pulmonalarterie; PAB:
Pulmonalarterienbanding; PV: Druck-Volumen-Katheter; RVOT: rechtsventrikularer Ausflusstrakt
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2.9 Reoperation nach zw6lf Wochen

Die Tiere wurden in gleicher Weise wie am ersten Versuchstag narkotisiert. Nun erfolgte die
Fixierung in Ruckenlage, um eine mediane, longitudinale Sternotomie mittels oszillierender
Sage durchfihren zu koénnen. Dafir wurde der Thorax rasiert und nach chirurgischer
Hautdesinfektion in steriler Weise abgedeckt. Auch hier wurde das Perikard frei prapariert,
eroffnet und mit Haltenahten fixiert. Eventuell bestehende Adh&sionen zwischen Perikard
und Herz durch die vorangegangene Operation wurden vorsichtig gelést und es erfolgte die
Darstellung der V. cava superior und der A. pulmonalis. Nun wurden erneut
Tabaksbeutelndhte in die V. cava superior fir den Swan-Ganz-Katheter sowie den Fogarty-
Katheter und in die A. pulmonalis fir den Konduktanzkatheter angelegt. Der Swan-Ganz-
Katheter wurde Uber die V. cava superior und den RA in den RV und den Hauptstamm der
PA eingebracht, sodass die Druckverhaltnisse sowie das HZV ermittelt werden konnten.
Daraufhin erfolgten das Einfilhren des Konduktanzkatheters tber die PA in den RV und die
Aufnahme der Ruhemessung zur rechtsventrikularen Funktion sowie die Ermittlung der
Parallel-Konduktanz. Der Fogarty-Katheter, der Uber die obere Hohlvene in die untere
Hohlvene eingebracht wurde, diente der Aufzeichnung der Vorlastreduktionsmandver. Im
Anschluss an die Ruhemessungen wurde die rechtsventrikulare Funktion unter Dobutamin-

Stress aufgezeichnet.

2.9.1 Euthanasie und Explantation des Herzens

Nach Beendigung der hamodynamischen Messungen erfolgte die Gabe von 20 ml
7,45 %-igem Kalium, woraufhin es zum Herzstillstand kam. Ohne Zeitverzug wurde das Herz
explantiert, nachdem die groBen GefaRstdmme, d. h. der Truncus pulmonalis, der Arcus
aortae, die obere und die untere Hohlvene sowie die vier einmiindenden Vv. pulmonales, in
Hohe der perikardialen Umschlagsfalten abgetrennt wurden.

Nachdem ein Bereich der Groéf3e von 1 x 1 Zentimeter (cm) des RV (siehe Abb. 13 S. 41) fir
die quantitative RT-PCR entnommen und mittels flissigem Stickstoff schockgefroren wurde,
wurde das restliche Herz nach den Prinzipien der Amputatversorgung auf Eis gelagert und
so dem Institut fur Pathologie (Universitat Rostock) zur makroskopischen und
morphologischen Beurteilung Gbergeben. Den schockgefrorenen Teil des RV transportierten
wir zur molekularen Aufbereitung in das Leibniz-Institut fir Nutztierbiologie Dummerstorf,
Fachbereich Molekularbiologie.

Der Thorax wurde verschlossen und der Tierkadaver dem Landesveterindramt Gbergeben.
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2.10 Blutentnahmen

Den Tieren wurde nach einem festen Schema Blut aus der V. jugularis dextra oder sinistra
entnommen: Es erfolgten die Blutentnahmen an den beiden Versuchstagen (préaoperativ)
sowie 24 und 48 Stunden nach der ersten Operation. AulRerdem gewannen wir Blut eine,
zwei und drei Wochen nach dem ersten Versuchstag. Nach dieser erfolgte eine subkutane
Injektion von 500 U/kg KGW Epo bei der Versuchsgruppe. 24 und 48 Stunden danach
erfolgten weitere Blutentnahmen zur Uberprifung der systemischen Auswirkungen dieser.
Ein Teil des gewonnenen Blutes wurde dem Institut fir Klinische Chemie der Universitat
Rostock zur Messung der Laborparameter ausgehandigt. Dort wurden folgende
Laborparameter ausgewertet: Myokardspezifische Marker wie Kreatinkinase (CK),
herzmuskelspezifische Kreatinkinase (CK-MB), Laktatdehydrogenase (LDH), Marker mit
einem mdoglichen Aussagewert Uber den systemischen Effekt von Epo wie Hamoglobin (Hb),
Hamatokrit (Hk), Erythrozytenzahl, Thrombozytenzahl, Quick, Epo sowie das kleine Blutbild,

die Elektrolyte, die Gerinnung, die Leber- und die Retentionswerte.
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Epo-Injektion i.m.

A

1. Operationstag

BE praop

7 Tage nach 1. OP

2. Epo-Injektion s.c.

14 Tage nach 1. OP

3. Epo-Injektion s.c.

21 Tage nach 1. OP

4. Epo-Injektion s.c.

v

BE 24 h nach 1. OP

v

BE 48 h nach 1. OP

A 4

BE vor 2. Injektion

v

BE 24 h nach 2. Injektion

v

BE 48 h nach 2. Injektion

A 4

BE vor 3. Injektion

v

BE 24 h nach 3. Injektion

v

BE 48 h nach 3. Injektion

A 4

BE vor 4. Injektion

v

BE 24 h nach 4. Injektion

v

BE 48 h nach 4. Injektion

2. Operationstag

Abb. 9: Schema fur die Zeitpunkte der Blutentnahmen und deren Umfang

BE: Blutentnahme; Epo: Erythropoetin; i.m.: intramuskular; h: Stunde; OP: Operation; praop:

praoperativ; s.c.: subkutan

2.11 Analyse der laborchemischen Parameter

Die Bestimmung der Laborchemie gliederte sich in zwei Schritte. Der erste Schritt umfasste
die Bestimmung unmittelbar vor der ersten Operation, am ersten und zweiten postoperativen
Tag sowie zu Beginn der zweiten Operation.
Laborparameter ein, zwei und drei Wochen postoperativ an drei aufeinander folgenden
Tagen bestimmt. Diese lieBen sich wiederum in jeweils eine Blutentnahme vor der
subkutanen (s.c.-) Injektion von Epo, 24 h und 48 h nach der Injektion unterteilen. Die
Injektion von Epo erfolgte in diesen drei Wochen jeweils zum gleichen definierten Zeitpunk.
Am Operationstag und am ersten postoperativen Tag erfolgte die Blutentnahme via

liegenden ZVK. Fir die tbrigen Blutentnahmen wurde die V. jugularis externa dextra oder

sinistra punktiert.
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2.11.1 Herzspezifische Enzyme
Als Indikatoren der myokardialen Schadigung wurden die Enzyme CK, CK-MB und LDH
bestimmt. Hierfir wurde Serum- und Ethylendiamintetraacetat- (EDTA-) Blut verwendet.

2.11.2 Erythropoetin und relevante Marker

Fur die Wirkung von Epo wurde dieses Enzym selbst als auch andere Werte des
Routinelabors wie das Hb, der Hk, die Erythrozytenzahl, das mittleres korpuskuléres
Volumen der Erythrozyten (MCV), die Thrombozytenzahl und der Quick bestimmt.

2.11.3 Routinelabor

Zur Vervollstandigung der Labordiagnostik wurden die Elektrolyte Natrium, Kalium und
Calcium, das kleine Blutbild mit dem Hb, dem MCV, dem Hk, der Leukozytenzahl, die
Enzyme Alaninaminotransferase (ALAT), Aspartataminotransferase (ASAT), Gamma-
Glutamyltranspeptidase (y-GT), alkalische Phosphatase (AP), a-Amylase und Lipase sowie
die Gerinnungsparameter Thrombozytenzahl, der partiellen Thromboplastinzeit (PTT), dem
Quick, die international standardisierte Verhaltniszahl (INR) und die Retentionswerte
Kreatinin und Harnstoff bestimmt. Die Analyse der Blutproben erfolgte mit freundlicher
Unterstitzung des Institutes fur Klinische Chemie und Labordiagnostik der Universitat

Rostock.

2.12 Durchflusszytometrie

Mit dem Blut, das an den beiden Operationstagen, am ersten und zweiten postoperativen
Tag sowie vor, 24 und 48 Stunden nach der subkutanen Epo-Injektion ein bis drei Wochen
nach der ersten Operation den Tieren enthommen wurde, wurde eine Durchflusszytometrie
(Fluorescence-activated cell sorting- (FACS-) Analyse) fir die Quantifizierung der Cluster of
Differentiation (CD-) 34- und CD31-Antigenexpression innerhalb der Fraktion der
mononukledren Zellen durchgefihrt. CD34 wird von hdmatopoetischen Stammzellen, EPC,
Satellitenzellen und embryonalen Fibroblasten gebildet und kann als Marker zur
Charakterisierung dieser Zellen dienen [96]. CD31 bzw. platelet endothelial cell adhesion
molecule 1 (PECAM-1) ist auf der Oberflache von Thrombozyten, Monozyten, Makrophagen
und Neutrophilen vorhanden und ist ein Bestandteil der endothelialen interzellularen
Verknipfung. Es spielt sowohl fir die Adhé&sion zwischen Endothelzellen und
inflammatorischen Zellen wahrend der Entziindungsreaktion als auch zwischen
Endothelzellen wahrend der Angiogenese eine wichtige Rolle. Mit Hilfe von CD31 lassen
sich Plasmazellen, Monozyten und Megakaryozyten anfarben. Damit kann es als Marker zur

Charakterisierung dieser Zellen dienen [97].
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Zur Vorbereitung wurde das Blut zunachst mit Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
vermischt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet resuspendiert,
welches nun vorsichtig auf PANcoll, einer Trennldsung zur Isolierung von Zellen, pipettiert
wurde. Nach einer weiteren Zentrifugation konnte man die erhaltene zellreiche Interphase
entnehmen. Es folgten weitere Waschvorgange. Im Anschluss erfolgte eine Z&ahlung der
Zellen mittels Z&hlkammer, um bei jeder Probe eine moglichst &hnliche Anzahl von zu
farbenden Zellen zur besseren Vergleichbarkeit zu erhalten.

Eine Anzahl von 1 x 10° Zellen wurde zur Anfarbung genommen und bei 1.000 x g tber funf
min zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes und Resuspension des Zellpellets in PBS
wurden je 10 Mikroliter (ul) des primaren CD31- bzw. CD34-Antikdrpers zugegeben und bei
4° C flr 20 min inkubiert. Der Negativkontrolle wurde kein primarer Antikérper zugeflgt.
Nach dem Auswaschen des freien Anteils des primaren Antikdrpers durch Spulen mit PBS
und Zentrifugieren bei 100 x g Uber finf min wurden 1,5 ul des sekundaren Antikorpers
zugegeben und Uber 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Entfernung des nichtgebundenen zweiten Antikoérpers durch weitere Waschvorgéange,
woraufhin das Zellpellet in 300 pyl PBS resuspendiert und durch Zugabe von 4%-igem
Paraformaldehyd (PFA) konserviert wurde. Die Probe wurde in einem FACS-Rohrchen bei

4° C bis zur Analyse verwahrt.
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Schafsblut
Zentrifugation
530 x g 10 min RT
IMDM
Schafsblut
Zentrifugation - -
530 x g 10 min RT . Zentrlfugat_lon
Uberstand 530 x g 10 min RT
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Zellsuspension
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FErythrozyten
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Abb. 10: Darstellung der Aufbereitung und Vorbereitung des Blutes zur Farbung
g: Erdbeschleunigung, IMDM: Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, min: Minute,

RT: Raumtemperatur
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1. Phase: Arbeiten bei Licht 2. Phase: Arbeiten bei Dunkelheit

1
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1
1
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1000 x g, 5 min, RT

Sls

(L]

CD34

Inkubation
4° C, 20 min

Uberstand

4______

Abb. 11: Schema der Zellfarbung

AB: Antikérper; CD: Cluster of Differentiation; g: Erdbeschleunigung; IMDM: Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium; min: Minute; PFA: Paraformaldehyd; PBS: Phosphat-gepufferte Salzlésung;
RT: Raumtemperatur
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2.13 Quantitative Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

2.13.1 Theorie

Die RT-PCR dient dem Nachweis von Ribonukleinsaure (RNA) oder einer zur RNA
komplementaren doppelstrangigen Desoxyribonukleinsaure (DNA). Mit dieser Technik kann
man Untersuchungen von Expressionsmustern auf messenger-RNA- (mMRNA-) Ebene
durchfuihren. Die RT-PCR ist in zwei Schritte unterteilt:

Im ersten Schritt wird die RNA durch reverse Transkription in komplementdre DNA
umgeschrieben. Dies ist nétig, da viele Polymerasen nicht in der Lage sind, RNA als
Template (Vorlagen) zu verwenden.

Im zweiten Schritt schlie3t sich eine normale Polymerase-Kettenreaktion an, in der die im
ersten Schritt erzeugte komplementéare DNA (cDNA) als Template verwendet wird.

Ziel der RT-PCR ist der Nachweis von Genexpression von spezifischen Genen in Zelle,
Gewebe, Blutserum und so weiter (usw.). Da aber RNA nicht amplifiziert werden kann, muss
sie zunachst mit einer viralen reversen Transkriptase in cDNA translatiert werden. Sie
bendtigen, wie andere Polymerasen auch, Primer, um am poly-A-Schwanz am 3’-Ende der
MRNA zu binden. Die Amplifikation der DNA erfolgt wahrend jeder PCR durch mehrere
Zyklen, bestehend aus Denaturierung der DNA, Annealing (spezifisches Binden der Primer)
und Extension (Elongation des komplementaren Doppelstranges durch die Polymerase).

Da die cDNA komplementér zur urspringlichen mRNA ist, kann dadurch die
Aminosauresequenz eines Proteins abgeleitet werden. Die mRNA in Eukaryoten ist bereits
gespleildt, also Intron-frei. Dadurch ermdéglicht die cDNA die Information, ob ein Gen in
verschiedenen Isoformen exprimiert wird, d. h. ob die mRNA alternativ gesplei3t wird.
AnschlieRend missen die PCR-Produkte in einer Gel-Elektrophorese auf Agarosegel
aufgetrennt werden, meist mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid, der in die
Doppelhelix eingebaut wird. So kdnnen die DNA-Fragmente unter ultraviolettem Licht

sichtbar gemacht werden.
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1. Zyklus
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Abb. 12: Schematische Darstellung der gqRT-PCR

DNA: Desoxyribonukleinsaure; usw.: und so weiter
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2.13.2 Durchfuihrung

Im Leibniz-Institut fir Nutztierbiologie Dummerstorf, Fachbereich Molekularbiologie, erfolgte
die gRT-PCR-Analyse. Die nach der Explantation der Herzen schockgefrorenen
Gewebeproben aus der freien Wand des RV wurden zunéchst in 1 ml TRIzol Reagenz
homogenisiert, um die RNA zu isolieren. Der néchste Schritt zur RNA-Isolierung bestand in
der Extraktion der RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kit. Nun wurde die RNA tber 30 min mit
DNAse behandelt. 1,5 pg Total-RNA wurden mit Oligo-d(T) Primer (25 pmol/pl) und Super
ScriptTMII-Kit in cDNA umgeschrieben. Es folge die Reinigung mit dem High Pure PCR
Product Purification Kit und die Analyse mit dem LightCycler 480 Instrument und dem
LightCycler 480 SYBR Green | Master-Kit. Pro Messung wurde ein Aquivalent von 150 ng
Total-RNA eingesetzt. Die Oligonukleotide wurden mit Hilfe der PSQ™ Assay Design
Software abgeleitet und werden in der Tab. 3 auf S. 38 aufgelistet. Es erfolgten Test-PCR-
Durchlaufe, um die eingesetzten Primer und die PCR-Bedingungen sowie die
anschlielenden Agarose-Gel-Elektrophoresen zu optimieren. Dies erfolgte, um
sicherzustellen, dass die Amplifikation ein Produkt von erwarteter MolekllgroRe
hervorgebracht hat. Zusatzlich wurde ein 119 Basenpaare langes Glyceraldehyde-3-
phosphat- (GAPDH-) Fragment zur Normalisierung der Messwerte parallel amplifiziert. Alle
Messungen wurden wiederholt. Die Kopienzahl wurde Uber Verdiinnungsreihen von Gen-
spezifischen PCR-generierten Fragmenten berechnet (103 bis 106 Kopien). Die
durchfiihrenden Personen hatten keine Kenntnis der Gruppenzugehdgrigkeit.
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Tab. 3: Primer-Sequenzen, deren Basenpaarlangen und die Untersuchungstemperatur. Diese Tabelle

wurde nach der Habilitationsschrift von Dr. med. habil. Can Yerebakan modifiziert [93].

Gen Primer-Sequenzen (5°-3’) [BasGerr(l)g:are] T[°C]
GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA
Glyceraldehyd-3-phosphat 119 82

dehydrogenase; GAPDH
CCCTCCACGATGCCAAAGT

CATCCAGGTGCATTTGGCATAG
Angiotensin Rezeptor 1; AGTR1 191 77
GTTTCCAAATAGCCCCACCACA

GGGGTCGCATTGTGGCCTTTT
B-cell CLL/Lymphom 2; BCL2 176 83
GTAGAGTTCCACAAACGTGTCC

AACTGGTGCTCAAGGCCCTGT
BCL2 assoziiertes X Protein;

Bax 153 85
ATGTGGGTGTCCCAAAGTAGGA
_ CTGCCTCAGCGATGAGAAACC
Stromal ceggi'?{lxed factor 1; 143 82
TCAGCCGTGCCACGATCTGAA
CGAGCTTCCTCCTCTTTGTGG
Vorlaufer des natriuretischen 151 81
Peptids- A; NPPA
GGCACAGCCTCATCTTCTAAAG
CTAGCTTCTAAATGTGTTACAGAC
Fibroblast Wachstumsfaktor 2; 159 78

FGF2
TTTCTGCCCAGGTCCTGTTTTG

GCAATAAGAAAGGAGATATGTGAG
Interleukin 6; IL6 138 75
GCAAATCGCCTGATTGAACCCA

CTGCGACAACGGCAACGTGC
Prokollagen Typ |
(alpha-1); COLlal 162 83
TCTCCTTTGGGTCCCTCGACT
GCTACTTCTCGCTCTGCTTCAT
Prokollagen Typ Il (alpha-1); 153 61

COL3a1
AGAACGGATCCTGAGTCACAGA

CCTCAAATAACAAGCCGGTAGC
Tumornekrosefaktor a; TNF-a 175 86
CTGAAGAGGACCTGCGAGTAG
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2.14 Kardiale Magnetresonanztomographie

2.14.1 Durchfuhrung

Die cMRT der Tiere erfolgte zwei Wochen vor der zweiten Operation. Der konsultierte
Radiologe hatte keine Kenntnis der Gruppenzugehdrigkeit. Fur die Untersuchung wurden die
Tiere mit 10 bis 20 mg/kg KGW Ketamin 10 % und 0,1 bis 0,5 mg/kg KGW Xylazin
pramediziert und ein vendser Zugang Uber die V. jugularis externa angelegt. Nach
ausreichender Praoxygenierung mit 100 %-igem Sauerstoff erfolgte die orotracheale
Intubation. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde mit Propofol gearbeitet. Wahrend das
intubierte Tier mit Hilfe eines Ampu-Bags beatmet und die periphere arterielle
Sauerstoffsattigung  kontinuierlich  kontrolliert wurde, erfolgte der Transport zum
Universitatsklinikum Rostock. Dort erfolgte die Beatmung mit einem MRT-fahigen
Beatmungsgerat. Die Tiere wurden mittels eines 1,5 Tesla Kernspintomographen untersucht.
Fur die Datenerfassung wurden EKG-Triggerung und eine hochauflésende, speziell fir
kardiologische Untersuchungen konzipierte 12-Kanal-Oberflachenspule verwendet.

2.14.2 Untersuchungsablauf

Die narkotisierten Tiere wurden in Rechts- oder Linksseitenlage auf dem MRT-
Untersuchungstisch positioniert, im Brustbereich rasiert, um die EKG-Elektroden sicher
platzieren zu koénnen, und in das Isozentrum des Magnetfeldes befordert. Alle
durchgefiihrten Untersuchungssequenzen erfolgten in Apnoe (fir maximal 15 Sekunden (s)).
Nach Akquisition der Planungsebenen und einer orientierenden HASTE-Sequenz wurden
EKG-getriggerte Ubersichtsaufnahmen in der Langs- und Kurzachse sowie im Vier-
Kammerblick angefertigt. Anhand dieser Aufnahmen wurden CINE-Sequenzen geplant.
Diese CINE-Sequenzen wurden als Zwei-, Drei- und Vier-Kammerblick rechts- und
linksventrikular und in der Herzkurzachse (von den Vorhdfen bis zur Herzspitze)
aufgenommen. Zusatzlich stellte man den Truncus pulmonalis und den RVOT in drei
senkrecht zueinander stehenden Ebenen (zwei davon entlang der Langsachse des Gefalies)
dar. Diese dienten der exakten morphologischen Darstellung von Truncus pulmonalis (mit
der Bandingregion) und RVOT sowie der Planung der Flussmessungen. Die
Flussmessungen wurden im ,Throughplane“-Modus in Apnoe-Technik durchgefihrt,
nachdem zuvor die Flussgeschwindigkeit anhand eines ,Fluss-Scout® bestimmt und
angepasst worden war.

Es wurden zwei Lokalisationen zur Flussmessung definiert: einerseits direkt im

Bandingbereich, andererseits 0,5-1 cm proximal sowie distal der Verengung.
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2.14.3 Auswertung

Der Datensatz der CINE-Sequenzen der Kurzachsen wurde in die Auswertungssoftware
ARGUS der Firma Siemens auf eine separate Konsole geladen. Es erfolgte das exakte
manuelle Einzeichen der Endokard- und Epikardkonturen sowohl fiir den RV und den LV als
auch mindestens in der Enddiastole und in der Systole. Durch diese Konturinformationen
konnten unter Einsatz der Software folgende Parameter bestimmt werden: EF, ESV, EDV
sowie die myokardiale Muskelmasse fur den RV und LV. Weiterhin wurden die Modulus- und
Phasenbilder des Fluss-Sequenzendatensatzes in das ARGUS-Auswerteprogramm geladen.
Auch hier erfolgte das genaue manuelle Einzeichnen der Innenkontur der abgebildeten
Gefal3e in allen Phasen. Die Konturen wurden dann mit den Modulus- und Phasenbildern
abgeglichen und gegebenenfalls korrigiert. Folgende Parameter wurden durch das
Programm errechnet: maximale Flussgeschwindigkeit, mittlere Flussgeschwindigkeit,
vorwarts gerichtetes Blutvolumen pro s, rlckwarts gerichtetes Blutvolumen pro s und
Querschnittsflaiche des Gefalles. Zusatzlich konnten anhand der Morphologie und anhand
der Beschleunigung der Flussgeschwindigkeit Aussagen Uber den Grad der bestehenden

Pulmonalarterienverengung getéatigt werden.

2.15 Makroskopische und mikroskopische Beurteilung des Herzens

2.15.1 Makroskopische Untersuchungen

Nach der Explantation der Herzen erfolgte die makroskopische und morphologische
Beurteilung dieser im Institut flr Pathologie (Universitat Rostock). Die Wanddicken des RV
wurden in drei Ebenen untersucht (siehe unten). Die Lage des Bandes wurde erneut
kontrolliert, um eine Verlagerung auszuschlielen. Die Befunde wurden fotographisch

dokumentiert.
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Abb. 13: Nach der Explantation der Herzen erfolgte die Fixation des RV zur Paraffinisierung. Dem RV

wurde zuvor Gewebe fir die RT-PCR enthommen (Pfeil).

2.15.2 Vorbereitung der Schnitte

Im Anschluss an die makroskopische Begutachtung erfolgte die Vorbereitung des Gewebes
fur die immunhistochemische Analyse. Die Proben wurden dafur nach einem definierten
Schema aus dem gesamten rechtsventrikuldren Myokard ausgewahlt. Dafir wurde das
Myokard des RV von der Basis zum Apex in drei zueinander parallele Regionen gegliedert
(Abb. 22, S. 64). Fur die histologische Aufarbeitung wurden die Proben auf zehn
Paraffinblocke aufgeteilt. Die Gewebeproben wurden in 4 %-igem gepufferten Formalin fixiert
und nach dem Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreine und Xylol in Paraffin

eingebettet. Von den Praparaten wurden zwei Mikrometer (um) dicke Schnitte angefertigt.
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2.15.3 Histologische Auswertung

Im Rahmen der histologischen Untersuchungen wurden die Hematoxylin-Eosin-Farbung
(H.E.-Farbung) zur Beurteilung der Integritit des Myokards, die Goldnerfarbung zu
Beurteilung des Fibrosierunggrades sowie die Farbung nach Kossa zur Detektion von
Kalzifizierungen angewendet. Die Farbemethode nach Goldner verfarbte das Bindegewebe
grun, die Farbung nach Kossa lasst kalkhaltige Areale tiefschwarz erscheinen.

2.15.4 Auswertung der Farbungen

Die zuvor angefarbten Schnitte wurden in 400-facher VergroRerung unter dem Mikroskop
fotodokumentiert. Pro Versuchstier wurden acht Schnitte analysiert. Fur einen Schnitt
wurden zehn zuféllige Gesichtfelder (0,216 mm?) ausgewertet. Der Grad der myokardialen
Fibrose in der Goldner-Farbung wurde mithilfe einer planimetrischen Analyse quantifiziert.
Die nach Kossa gefarbten Schnitte wurden auf Kalzifizierungen untersucht. In den Schnitten,
die mittels H.-E. angefarbt wurden, wurde nach Entzindungszellen gesucht. Aul3erdem
wurden die strukturelle Integritédt des Myokards und die Morphologie der Kardiomyozyten
untersucht. Die auswertenden Personen hatten keine Kenntnis der Gruppenzugehorigkeit.

2.15.5 CD31-Immunfluoreszenz-Farbung
2.15.5.1 Durchfuhrung

Fur die immunhistochemische Auswertung wurde die Immunfluoreszenz-Farbung fir CD31
und Ki67 durchgefihrt. Diese arbeitet nach dem Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz.
Das bedeutet, dass der primare Antikérper an das vorhandene Antigen bindet. In einem
zweiten Schritt nach Auswaschung der ungebundenen Antikdrper fungiert der primére
Antikbrper wiederum als Antigen, an den der zweite, fluoreszenzmarkierte Antikorper
gekoppelt wird. Somit werden die gebundenen Antikdrper unter dem Fluoreszenzmikroskop
sichtbar.

Um den Nachweis einer Bindung des Antigens an eine Zelle zu erbringen, wurden die
Zellkerne ebenfalls mit dem TOPRO 3, ein Antikdrper zur Zellkernmarkierung, angefarbt. In
zwei weiteren Zwischenschritten erfolgte die Hemmung der Aktivitdt der Peroxidasen und
Proteinasen, um eine moglichst hohe Spezifitdt des Signals zu gewahrleisten. Die
Aufarbeitung der Schnitte begann mit der Deparaffinisierung in Xylol, gefolgt von der
absteigenden Alkoholreihe, der Antigendemaskierung mit Zitronenséure-Puffer (pH-Wert:
6,0) und den Waschschritten mit PBS, die zur Vermeidung unspezifischer Bindungen
erforderlich waren. Der erste Farbetag endete mit dem Auftragen des primaren Antikorpers
CD31 in einer Verdinnung von 1:25, der dann bei 4° C Uber Nacht inkubierte. Dem
Abwaschen des nichtgebundenen Primarantikérpers am Folgetag folgte das Auftragen des

sekundaren Antikorpers in einer Verdinnung von 1:500, der zunéchst fir zwei Stunden bei
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37° C und dann fur eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Mit dem
Auftragen des sekundaren Antikorpers ist das Arbeiten in Dunkelheit fur die Qualitat des
Signals essentiell. Nach Entfernung des nichtgebundenen sekundaren Antikdrpers konnte
die Kernfarbung mit TOPRO 3 erfolgen. AbschlieRend erfolgte die Versiegelung des
Schnittes zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffes.

2.15.5.2 Auswertung

Zur Analyse der angefarbten Schnitte wurden diese unter dem Mikroskop 400-fach
vergroRert. Fur jedes Versuchstier wurden mindestens vier Schnitte, welche bei jeden Tier
die ungefahr gleiche Lokalisation darstellten, ausgewertet. Es wurden pro Schnitt 20 zufallige
Gesichtsfelder (0,216 mm?) beurteilt und die querangeschnittenen Kapillaren ausgezahlt.
Das Ergebnis wurde anschlieRend auf einen mm? hochgerechnet. Die auswertenden

Personen hatten keine Kenntnis der Gruppenzugehdérigkeit.

2.15.6 Ki67-Immunfluoreszenz-Farbung

Um die Proliferationsaktivitéat des rechtsventrikularen Myokards zu untersuchen, wurde die
Ki67-Farbung vorgenommen. In dieser Farbung werden Zellen erfasst, die sich nicht in der
Ruhephase befinden und damit das Antigen Ki67 exprimieren.

Fir die immunhistologischen Farbungen wurde in &hnlicher Weise wie bei der CD31-
Immunfluoreszenz-Farbung vorgegangen. Jeder zweite Gewebeblock wurde ausgewahlt. Es
wurden pro Schnitt 20 Gesichtsfelder (0,216 mm?), pro Versuchstier mindestens vier Schnitte

ausgezahlt. Die auswertenden Personen hatten keine Kenntnis der Gruppenzugehorigkeit.

43



2 Methoden
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Abb. 14: Darstellung der Immunfarbung. Mit dem Auftragen des sekundéren Antikdrpers muss die
Arbeit zum Schutz der Fluoreszenz in Dunkelheit erfolgen. Dieses Diagramm wurde nach der
Doktorarbeit von Dr. med. Stephanie Nemati modifiziert [94].

BSA: Bovine Serum Albumin; ddH,0: destilliertes Wasser; HCI: Chlorwasserstoff; min: Minute; PBS:
Phosphat-gepufferte Salzlésung
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2.16 Statistische Analysen

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Computerprogramm SPSS. Fir den
Gruppenvergleich (n=10) wurde der Mann-Whitney-U-Test fir gebundene Variablen gewahlt.
Fir die zeit- und methodenabhéangigen Vergleiche zwischen den préa- und postoperativen
Werten innerhalb der Gruppe wurde zunéchst der Friedman-Test durchgefiihrt. Bei einem
statistisch signifikanten p-Wert von < 0,05 wurde paarweise der Wilcoxon-Test angefugt.
P-Werte von < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die Ergebnisse werden in
der Arbeit als Mittelwert (MW) = Standardabweichung (SAW) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Mortalitat und Morbiditat

Alle Tiere Uberlebten die erste Operation zur Verengung der PA. Intraoperativ traten keine
chirurgischen Komplikationen auf. Im postoperativen Beobachtungszeitraum verstarben zwei
Tiere.

Bei einem Tier der Versuchsgruppe fihrte ein Hamatothorax am Operationstag nach
erfolgreicher OP zum Tode. In der folgenden Sektion wurde eine Blutung aus der
Thoraxwand (vermutlich ein Ast der A. mammaria) als Grund vermutet. Ein Tier der
Kontrollgruppe verstarb ebenfalls am Operationstag unter Reanimation aufgrund eines nicht

beherrschbaren Kammerflimmerns. Der Grund des Kammerflimmerns blieb unklar.

3.2 Erfolg des chirurgischen Modells

Der chirurgische Eingriff ermdglichte das Setzen einer standardisierten Verengung der PA
bei allen Tieren, welche durch die nachfolgenden Konduktanzkatheter-Messungen
perioperativ und durch die cMRT zehn Wochen postoperativ bestatigt werden konnte
(Abb. 4, S. 18). Zusatzlich erfolgte intraoperativ die Messung des Umfanges des
Ausflusstraktes (Versuchsgruppe: 6,9 = 0,6 cm, Kontrollgruppe: 7,0 = 0,7 cm), um die

spatere Pulmonalarterienverengung aufzeigen zu kénnen.

3.3 Swan-Ganz-Katheter-Messungen

Mit Hilfe des Swan-Ganz-Katheters wurden Messungen des systolischen und diastolischen
rechtsventrikularen Druckes sowie der systolische und diastolische Pulmonalarteriendruck
ermittelt. Zusatzlich bestimmten wir folgende Parameter: HZV, Wedge-Druck, ZVD und
Herzindex. Als Referenz fur die Konduktanzkatheter-Messung wurde das HZV bzw. das SV
benutzt. Dieses erfolgte zu zwei Zeitpunkten: Als Messzeitpunkt 1 wird im Folgenden die
erste Operation bezeichnet, als Messzeitpunkt 2 die zweite Operation. Die Ergebnisse
wurden miteinander verglichen. Dieses sowohl zwischen den beiden Gruppen als auch im
zeitlichen Verlauf, d. h. Werte wie Hamoglobin wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
wahrend des Projektes in eine Verbindung gesetzt.
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Tab. 4: Ubersicht (iber die mit dem Swan-Ganz-Katheter gewonnenen Werte.

Druck [mmHg] Versuchsgruppe Kontrollgruppe p1 p2
RVsys 17,4 +47 20,3+2,7 n.s. n.s
RVsys 2 18,6 3,1 204+29 n.s. n.s.
RVaiast * 54+28 71+42 n.s. n.s.
RVaiast > 6,6 +2,8 7,1+272 n.s. n.s.
PAsys 18,6 +3,9 20,0 4,3 n.s. n.s.
PAsys 2 148+24 15,0+ 3,4 n.s. n.s.
PAdiast * 10,8 + 3,2 12,4+36 n.s. n.s.
PAdiast ° 89+24 88+23 n.s. n.s.

Der Wert p; gibt Auskunft Uber den Vergleich innerhalb der Gruppe zwischen den beiden
Messzeitpunkten und der Wert p, vergleicht jeweils am Messzeitpunkt 1 und am Messzeitpunkt 2 die
beiden Gruppen miteinander. Der Messzeitpunkt 1 (Versuchsgruppe: n=10; Kontrollgruppe: n=10)
umfasst die praoperativen Werte und der Messzeitpunkt 2 (Versuchsgruppe: n=9; Kontrollgruppe:
n=9) die Werte, die am Ende der dreimonatigen Beobachtungsperiode ermittelt wurden. Alle Werte
sind als MW * SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die signifikanten

Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.

3.4 Konduktanzkatheter-Messungen

3.4.1 Messungen der rechtsventrikularen Herzfunktion am ersten Operationstag

Vor der Verengung der PA ergaben die Konduktanzkatheter-Messungen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden experimentellen Gruppen (dp/dtma: p=0,47, dp/dtmin:
p=0,56, EDV: p=0,25, ESV: p=0,88, EF: p=0,74).

Nach der Verengung der PA war im Vergleich zu den praoperativen Werten ein Abfall der
rechtsventrikularen EF um 11 % in der Versuchsgruppe (p=0,004) sowie um 12,5 % in der
Kontrollgruppe (p=0,031) zu erkennen. Im Vergleich zum praoperativen Ausgangswert
erhdhte sich direkt postoperativ dp/dt,.., die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
wahrend der Systole, in beiden Gruppen (Versuchsgruppe: 10 %, p=0,008, Kontrollgruppe:
17 %, p=0,004), der rechtsventrikulare maximale Druck P, (Versuchsgruppe: 35 %,
p=0,004, Kontrollgruppe: 35 %, p=0,008), der rechtsventrikulare ESP (Versuchsgruppe:
49 9%, p=0,004, Kontrollgruppe: 43 %, p=0,008) und das rechtsventrikulare ESV
(Versuchsgruppe: 40 %, p=0,004, Kontrollgruppe: 37 %, p=0,008). Hinzu kam im Vergleich
zu den praoperativen Werten ein Anstieg des SV (Versuchsgruppe: 13 %, Kontrollgruppe:
5 %), welches jedoch in beiden Gruppen keine statistische Signifikanz aufwies.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die frihe systolische postoperative

Funktion in beiden Gruppen ahnlich war.
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Die maximale Druckabfallgeschwindigkeit wahrend der Diastole, definiert als dp/dt.., ergab
in beiden Gruppen gegeniber den préoperativen Werten signifikante Unterschiede
(Versuchsgruppe: 40 %, p=0,008, Kontrollgruppe: 45 %, p=0,004). Das rechtsventrikulare
EDV war nach dem operativen Eingriff bei den Versuchstieren mit 27 % signifikant erhoht
(p=0,004), wahrend ein Anstieg von 15 % in der Kontrollgruppe keine Signifikanz aufwies
(p=0,055). Ferner war der rechtsventrikulare EDP postoperativ im Vergleich zu den
praoperativ gemessenen Werten sowohl in der Versuchs- als auch in der Kontrollgruppe
nicht signifikant verschieden (Versuchsgruppe: 18 %, p=0,129, Kontrollgruppe: 10 %,
p=0,129).

Tab. 5: Darstellung der praoperativen und der friilhen postoperativen rechtsventrikularen Funktion

Parameter Versuchsgruppe (n=10) Kontrollgruppe (n=10)
praop postop p praop postop p p p
praop vs. praop vs. praop postop
postop postop VG vs. KG VG vs. KG
[mpr;”ﬁg] 5?575 fi’g 0,002 fi’é fg"; 0,008 0,305 0,359
[mEn?ﬁg] 11212 323% 0,004 503',39 3526; 0,008 0,080 0,544
dp/dtmax 2952 3288 316,4 383,3
‘ ’ 0,008 ’ ’ 0,004 0,470 0,101
[mmHg/s] +70,8 +245 ' +49,0 +19,4 ' ! !
ptd A8 08 o004 8 B 0008 0,880 0,957
[E%F] ffé?g fls',% 0,004 161552 fi% 0,031 0,740 0,844
e S oo 3% 3 ow ow oms
[i\f] f%’% 363; 0,129 f%g fi% 0,578 0,198 0,735
[mEn?I-FI)g] fé"‘s ﬂ?ﬁ 0,129 ilos'g J_}ll"ss 0,129 0,218 0,479
'fr?]a/ 15%?5 ;3;"‘; 0,004 161357 E’l‘; 0,055 0,253 0,925
dp/dtmin -306,4 -513,7 -328,5 -597,7
’ ’ 0,008 ’ ’ 0,004 0,561 0,234
[mmHg/s] +90,5 +413 ' +64,1 +53,9 ' ’ ’
PRSW 13,8 20,4 12,2 19,1
mixmmHg]  +39 +21 0004 £33 too 0004 0,359 0,678
Eed 0,2 0,2 0,2 0,2
[mmHg/ml] +0,1 +0,04 0313 +0,1 +003 0820 0.219 0,923
[m;“ﬁ'g] +72108 +5(')57 0,688 +6é52 n.a. n.a. 0,815 n.a.
Ees 0,7 1,1 0,6 0,9
[mmHg/ml] +02 +01 2008 +03 +02  00% 0,290 0,500
[Vn;“ﬁ +3f(')19 f%é 0,016 fg% n.a. n.a. 0,651 n.a.
Tau 89,0 69,8 85,5 67,5
ms] £370 +56 0,063 £28.0 +69 0,016 0,545 0,804

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die
signifikanten Ergebnisse. Die Tierzahlen (n) beziehen sich auf die auswertbaren Tiere. p<0,05 ist

signifikant.
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3.4.3 Messungen der rechtsventrikularen Herzfunktion nach zwolf Wochen

Im Rahmen der Reoperation wurden unter Ruhebedingungen im Vergleich zu den
praoperativen Werten signifikante Unterschiede in beiden Gruppen gefunden. Das SV zeigte
signifikant niedrigere Werte in der Kontrollgruppe, wobei auch die Versuchsgruppe ein
niedrigeres SV aufwies (Versuchsgruppe: 18 %, p=0,078, Kontrollgruppe: 20 %, p=0,031).
Fiar den Parameter EDP zeigte sich unter Ruhebedingungen ein signifikanter Unterschied in
der Versuchsgruppe. Hier war ein 57 %-iger Abfall zu verzeichnen (p=0,008). In der
Kontrollgruppe liel3 sich ein 36 %-iger Abfall eruieren, der aber keine Signifikanz aufwies
(p=0,375). AuRerdem fand sich in der Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg von dp/dt,
um 34 % (p=0,008), der in der Versuchsgruppe nicht in dem Ausmaf zu finden war (9 %,
p=0,461). Tau, die Zeitkonstante der ventrikularen Relaxation, zeigte im Gruppenvergleich
signifikant geringere Werte bei der Versuchsgruppe (49 %, p=0,048). Die Parameter EF,
dp/dtmax, Pmax, ESP, ESV, EDV und HSV waren im Vergleich zu den praoperativen Befunden
weder in der Versuchsgruppe noch in der Kontrollgruppe signifikant verschieden.

Im Rahmen der Vorlastreduktionsmanotver zeigte sich sowohl in der Versuchsgruppe als
auch in der Kontrollgruppe eine signifikante Erhéhung des Ees (Versuchsgruppe: 42 %,
p=0,016, Kontrollgruppe: 60 9%, p=0,023). Eed zeigte in der Versuchsgruppe einen
signifikanten Abfall (70 %, p=0,016), der in der Kontrollgruppe nicht zu verzeichnen war
(28 %, p=0,461). In der Dobutamin-Stress-Messung konnte im Gruppenvergleich fir die
systolische und diastolische rechtsventrikulére Herzfunktion ein signifikanter Unterschied in
Bezug auf die Parameter Eed (p=0,042) und P, (p=0,002) festgestellt werden.
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Tab. 6: Darstellung der rechtsventrikularen Funktion nach drei Monaten unter Ruhebedingungen und

unter Dobutamin-Stress sowie beim Vorlastreduktionsmandéver

Parameter Versuchsgruppe (n=9) Kontrollgruppe (n=9)
praop Ruhe Db p praop Ruhe Db p p p
préop préop Ruhe Db
vs. Ruhe vs. Ruhe Vﬁés' Viés'
o b 2 B s Br AL BETome osw om
oy ML B o B3 190 Ul oo oms o
dp/dtmax 2952 268,4 2057,3 316,4 289,8 1869,2
[mmHg/s] +70,8 +£40,8 +9174 0,461 +49,0 83,6 +562,6 0,195 0959 0,629
oY A8 B 72 e 2SS 38 oums ome om
1 +158 £1i7 i70 0% U3z s1bs si0g 088 0347 072
Umil  s05 05 sis 09 0o s04  sis 00% 0869 0202
Soas BN o BLOBDOED om oo o
mmigl i3 sis  sss 0008 37 S, 5y 0375 0463 018
W) s175 ss2 s12s 019 Uy g g 018 0137 0263
dp/dtmin -306,4 -277,7 -1101,9 -328,4 -216,4 -991,1
[mmHgls]  +905 #1088 +7853 0%l isea1 +a91 6201 0008 0169 0,798
mixmmigl  £39  £55 +136 098 133 14 sa0s 0078 0439 0867
Eed 0,2 0,06 0,2 0,18 0,13 0,3
[mmHg/ml] £01 +003 +01 2016 +0,07 +0,10 +01 0.461 0117 0,042
[mlrjnzﬁg] n.a. n.a. +li93 n.a. n.a. n.a. +5i41 n.a. na. 0,002
- SO 2 na oser % 5> na 0500 0077 na
Ees 0,7 1,2 3,7 0,6 1,5 3,9
mmHgim]  £02 04 £25 0,016 £03 +06 +13 2023 0324 0822
20 30,1 17,6 31,0 22,1
[mi] +109 +80 n.a. 0,742 +95 +77 n.a. 0,125 0,327 n.a.
[\r/rf:ﬁ n.a. n.a. ildé% n.a. n.a. n.a. i‘?ézz n.a. na. 0,689
Tau 89,0 61,1 18,6 85,5 120,8 53,7
[ms] +370 +£36,4 £149 0,625 +28,0 +59,7 +459 0,063 0,048 0,087

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die
signifikanten Ergebnisse. Die Tierzahlen (n) beziehen sich auf die auswertbaren Tiere. p<0,05 ist

signifikant.
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p=0,048
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Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Abb. 15: Darstellung von Tau zwdlf Wochen postoperativ im Gruppenvergleich. Tau ist im Vergleich

zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe signifikant verschieden (p=0,048).

p=0,0042

0,35 - -‘V
0,3
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Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Abb. 16: Darstellung von Eed zwdlf Wochen postoperativ im Gruppenvergleich. Eed ist im Vergleich

zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe signifikant verschieden (p=0,042).
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p=0,002

P,o [mmHg]
o - N W N [8)] (o))

Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Abb. 17: Darstellung von P,y zwdlf Wochen postoperativ im Gruppenvergleich. Py, ist im Vergleich

zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe signifikant verschieden (p=0,002).

3.5 Durchflusszytometrie

Den Versuchstieren wurde sowohl nach der ersten Operation mit der Verengung der PA und
der intramyokardialen Epo-Injektionen als auch wahrend der subkutanen Epo-Injektionen
peripheres Blut aus der V. jugularis dextra oder sinistra entnommen. Dieses Blut wurde auf
das Vorhandensein von Zellen mit den Oberflachenmarkern CD31 und CD34 mittels FACS-
Analyse untersucht. CD34 wird u. a. von hamatopoetischen Stammzellen und EPC gebildet
und kann als Marker zur Charakterisierung dieser Zellen dienen. CD31 spielt sowohl fur die
Adhasion zwischen Endothelzellen und inflammatorischen Zellen wahrend der
Entzindungsreaktion als auch zwischen Endothelzellen wahrend der Angiogenese eine
wichtige Rolle. Mit Hilfe von CD31 lassen sich Plasmazellen, Monozyten und
Megakaryozyten anfarben. Es kann damit als Marker zur Charakterisierung dieser Zellen
dienen. In der Durchflusszytometrie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

der Versuchs- und der Kontrollgruppe.
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Tab. 7: Gruppenvergleich der Durchflusszytometrie in der perioperativen Phase

Parameter Versuchsgruppe Kontrollgruppe p
cb31” 3439 21+15 n.s.
cp31® 3319 59+59 n.s.
CD31° 30£17 15+1,6 n.s.
cb3a” 1,8+1,0 25+1,4 n.s.
cbh3a® 25+£1,0 31+07 n.s.
CcD34°¢ 23+10 1,6 £0,6 n.s.

A B C

. Blutentnahme praoperativ; ~: Blutentnahme am 1. postoperativen Tag; ~: Blutenthahme am
2. postoperativen Tag
Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentierten die

signifikanten Ergebnisse. p <0,05 ist signifikant.

Tab. 8: Gruppenvergleich der Durchflusszytometrie wahrend der subkutanen Epo-Injektionen

Parameter Versuchsgruppe Kontrollgruppe P
CD31" 22+25 39+5,0 n.s.
CcDh31? 46+2,0 3,7+51 n.s
cpD31? 37122 43+35 n.s.
cb31* 3,8+2,0 3,3+28 n.s.
cD31° 45+46 5,6+4,8 n.s.
CcD31° 42+20 34+15 n.s.
cb31’ 3,6+0,9 42+1,0 n.s
cD31? 3,0+1,6 4,4+35 n.s.
cp31’ 59+52 54+33 n.s.
CD34" 22+13 31+27 n.s.
CDh34* 29+19 2,8+35 n.s.
CD34° 20+1,0 45+29 0,016
cDb34* 25+1,3 2,3+1,0 n.s.
CD34° 24+13 45+38 n.s.
CD34° 2,3+0,6 3,4+23 n.s.
cD34' 3,0+0,7 2,8+0,6 n.s
CD34% 3,4+2,0 30+1,3 n.s.
CD34° 34+1,7 3,3+1,7 n.s.

*: Blutentnahme vor 2. Injektion; *: Blutentnahme 24 h nach 2. Injektion; °: Blutentnahme 48 h nach
2. Injektion; *: Blutentnahme vor 3. Injektion; *: Blutentnahme 24 h nach 3. Injektion; ®: Blutentnahme
48 h nach 3. Injektion; ' Blutentnahme vor 4. Injektion; 8 Blutentnahme 24 h nach 4. Injektion;
°: Blutentnahme 48 h nach 4. Injektion

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentierten die
signifikanten Ergebnisse. p <0,05 ist signifikant.

3.6 Kardiale Magnetresonanztomographie

Die cMRT fand zehn Wochen nach der ersten Operation statt. Sie bestatigte durch
durchgefiihrte Flussmessungen (siehe Tab. 9, S. 54 und Tab. 10, S. 55) den Erfolg des
chirurgischen Modells. Die hamodynamischen Messwerte ergaben bei allen untersuchten
Parametern im Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede. Lediglich die Masse des
RV weist auf einen tendenziell schwereren, am ehesten hypertrophierten RV in der
Versuchsgruppe (um 24 % hdher als in der Kontrollgruppe) hin; eine Signifikanz wird jedoch
nicht erreicht. Insgesamt ergaben die Daten aus der cMRT héhere Werte als die Messungen
mittels Konduktanzkatheter. Die EF sowohl des RV als auch des LV war nicht reduziert. Die

rechtsventrikularen enddiastolischen Volumina waren im Vergleich zu denen des LV erhoht.
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Der Blutfluss im Bereich der Verengung erreichte zwei- bis dreifach hdéhere Werte im
Vergleich zu einem Messpunkt proximal der Verengung. Die Abbildung 16 zeigt
reprasentative Aufnahmen aus der cMRT.

Abb. 18: Aufnahmen des Herzen aus dem cMRT. Im Transversalschnitt (A) sind der RV und der LV
mit ihren Wanddicken zu erkennen. Im Sagittalschnitt (B) wird die Verengung der Pulmonalarterie
eindeutig sichtbar (rote Pfeile).

LV: linker Ventrikel; PA: Pulmonalarterie; RV: rechter Ventrikel;

Tab. 9: Vergleich der rechtsventrikularen Parameter der Flussmessungen mittels cMRT

Versuchsgruppe (n=6) Kontrollgruppe (n=6) p
RVEF [%] 59,3+94 58,3+ 11,1 0,937
RVSV [ml] 40,9+ 8,7 47,1 £ 15,9 0,937
RVEDV [ml] 82,8+5,9 83,8 +4,7 0,937
RVESV [ml] 35,7 £10,2 32,3+x11,4 0,818
RV Masse [g] 441+58 354+76 0,052
PA prox. Fluss [m/s] 78,0+ 24,4 67,0+ 21,0 0,699
PA dist. Fluss [m/s] 133,4 + 64,8 136,8 + 57,5 0,662
PA Fluss Band [m/s] 172,0 +32,2 154,8 + 44,0 0,589
PA SV-Fluss [m/s] 54,8 + 15,0 58,8 £ 13,9 0,818

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die Tierzahlen (n) beziehen sich auf die auswertbaren
Tiere. p<0,05 ist signifikant.
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Tabelle 10: Vergleich der linksventrikularen Parameter der Flussmessungen mittels cMRT

Versuchsgruppe (n=6) Kontrollgruppe (n=6) p

LVEF [%)] 529+51 56,6 £+ 6,5 0,485
LVSV [ml] 52,2+12,5 51,3+17,5 0,792
LVEDV [ml] 104,2 +12,7 100,3+9,5 0,989
LVESV [ml] 39,5+11,0 53,7 £ 20,6 0,937
LV Masse [g] 82,0+9,9 81,7+8,4 0,690
Aorta max. Fluss [m/s] 91,2+14,4 79,5+ 13,5 0,310
Aorta SV Fluss [m/s] 53,6 + 14,5 65,3 + 10,7 0,240
Aorta HF Fluss [m/s] 80,8+75 80,0+ 9,0 1,0

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die Tierzahlen (n) beziehen sich auf die auswertbaren
Tiere. p<0,05 ist signifikant.

3.7 Auswertung der Laborparameter

Wir untersuchten die einzelnen Laborparameter im Gruppenvergleich zwischen der
Versuchs- und der Kontrollgruppe. Ausgewahlte Parameter der Versuchsgruppe wurden
zusatzlich miteinander verglichen, d. h. jeder Zeitpunkt mit jedem anderen Zeitpunkt wahrend
der Versuche. Zur besseren Ubersicht erfolgte eine Einteilung der Blutproben:
Messzeitpunkt 1 beschreibt die Blutentnahmen am ersten Operationstag, am ersten und
zweiten postoperativen Tag sowie am zweiten Operationstag. Messzeitpunkt 2 gibt die
Blutentnahmen ein bis drei Wochen nach der ersten Operation an.

In der unten stehenden Tab. 11 sind die Normwerte des Schafes als Referenzwerte

aufgefihrt.

Tab. 11: Normwerte des Schafes

Blutbild Hb Hk Leukozyten Thrombozyten Quick Na K CK LDH Lac
[mmol/l]  [%] [109/I] [109/I] [%] [mmol/l] [mmol/l] [U/] [U/] [mmol/]
0,27- 13-

Normwerte 5,6-9,3 <300 0,99-1,3

0.4 5,0-11,0 - - 139-152 3,9-54 230

Quelle: Medizinische Tierklinik; Vet. med. Fakultat Universitat Leipzig
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3.7.1 Gruppenvergleiche
3.7.1.1 Messzeitpunkt 1

Tab. 12: Gruppenvergleich der Blutparameter in der perioperativen Phase

Parameter Versuchsgruppe Kontrollgruppe p

Hb * [mmol/l] 50+05 51+0,3 0,491
Hb ° 6,6 £0,5 6,6 £0,7 1

Hb © 6,5+05 6,4+0,6 0,536
Hb 6,8+0,8 57+03 0,002
Hk * [%] 0,26 + 0,05 0,26 + 0,04 0,662
Hk ° 0,32 + 0,04 0,33+0,06 0,833
Hk © 0,32 +0,03 0,33+0,05 0,694
Hk ° 0,31 + 0,04 0,28 + 0,04 0,279
MCV * [fl] 358+25 353+1,9 0,852
Mcv © 349+21 358+2,8 0,517
MCV © 350+1,7 352+21 0,955
MCV " 378+16 351+20 0,959
MCH * [pg] 0,70 + 0,03 0,69 + 0,06 0,852
MCH ® 0,72 +0,03 0,73+0,08 0,667
MCH © 0,71 +0,05 0,69 + 0,05 0,463
MCH ° 0,77 0,04 0,72+ 0,06 0,13
MCHC * [g/dI] 19,7+ 2,0 19,7+2,2 1

MCHC ® 20,716 20,6 £3,6 0,667
MCHC © 20,2+1,8 19,7+ 2,0 0,536
MCHC " 22,2+20 20,7+25 0,234
Erythrozyten * [10*/]] 71+1,0 74+0,7 0,491
Erythrozyten ® 9,2+0,9 9,1+1,6 1

Erythrozyten © 9,3+0,9 93+1,3 0,779
Erythrozyten ° 88+1,2 8,0+0,7 0,13
Leukozyten * [10%/] 57+14 52+1,2 0,414
Leukozyten ©® 11,6 +2,8 10,6 + 3,6 0,517
Leukozyten © 8,620 77+19 0,336
Leukozyten 73+21 50+14 0,038
Thrombozyten * [10°/]] 246,0 + 87,2 270,5 £ 157,5 1

Thrombozyten ® 272,2 + 66,6 447,7 £372,5 0,667
Thrombozyten © 2417 + 84,8 315,0 +161,1 0,463
Thrombozyten ° 257,0 + 143,8 189,0 + 105,7 0,442
Quick * [%] 64,3 £ 10,3 72,4 £13,0 0,345
Quick © 81,6+9.2 89,1 +11,7 0,189
Quick ® 55,6 +7,2 67,4 +10,0 0,021
INR " 1,3+0,2 1,2£0,1 0,345
INR “ 1,1+0,1 1,1+0,1 0,232
INR " 1,4+0,1 1,7+12 0,05
PTT " [s] 229+33 239+57 0,95
PTT ¢ 25,9+6,9 24,8+3,0 0,281
PTT" 26,0+5,7 224+34 0,279
Na * [mmol/l] 141,7 £2,6 142,6 £2,3 0,573
Na © 145,0 + 4,0 1444 + 3,6 0,959
Na " 141,8+25 142,5+1,9 0,574
K * [mmol/I] 46+0,6 4712 0,573
K*© 51+172 4,6+0,4 0,382
K" 47+0,9 4,4+0,4 0,382
Ca” [mmol/l] 2,0+05 23+0,1 0,043
ca® 23+0,1 24+0,1 0,195
ca® 2,2+0,1 23+0,1 0,505
a-Amylase * [U/]] 72+272 11,3+4,5 0,081
a-Amylase © 79+21 121+4,9 0,130
a-Amylase ° 76+24 10,8+ 2,9 0,028
Lipase * [U/l] 17,0+ 2,0 16,6 +2,5 0,345
Lipase “ 16,8+ 1,8 16,3+2,1 0,574
Lipase " 19,4+2,1 18,8 +2,6 0,442
ASAT * [UN] 116,3 + 14,6 117,0 £ 22,0 0,950
ASAT © 4511 +157,3 470,0 + 64,4 0,721
ASAT " 122,3 +25,3 101,3+27,5 0,083
ALAT A [U/] 26,7,15+ 28,8+6,1 0,345
ALAT® 103,0 + 32,5 105,8 + 18,6 0,798
ALAT" 34,6 £6,7 269+74 0,028
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v-GT " [U/l] 50,5+ 7,8 52,0+7,0 0,662
y-GT © 59,3 + 10,4 59,1 +11,9 0,878
y-GT® 435+5,2 49,3+9,9 0,234
AP A [un 108,8 + 23,1 103,1+45,3 0,491
AP © 110,3+ 22,4 96,0 + 32,2 0,442
AP" 137,8 + 20,5 121,4+31,2 0,279
CK A un 1742,3 + 1296,1 1588,4 + 1352,0 0,852
CK*“ 1420,8 + 1961,4 2783,1 + 2652,0 0,505
CcK?® 1876,3 + 1711,2 924,6 + 419,6 0,328
CK-MB * [ng/ml] 1,1+0,1 1,0+£0,1 0,059
CK-MB © 1,0+0,.2 0,9+0,1 0,189
CK-MB ° 1,6+0,2 1,2+0,3 0,022
LDH * [u/1] 555,2 + 108,1 510,1 + 91,6 0,414
LDH “ 12495 + 586,4 1264,8 + 431,3 0,798
LDH" 507,8 + 90,5 449,4 + 53,9 0,195
Creatinin A [umol/] 72,0+ 13,8 71,5+5.3 0,852
Creatinin © 81,9+2272 77,5+12,8 0,878
Creatinin ° 84,1+9,5 79,2+5,9 0,328
Harnstoff * [mmol/|] 40+14 52+16 0,282
Harnstoff © 40+1,2 4,4+2,0 0,798
Harnstoff ° 4,3+0,9 47+1,1 0,442
Laktat * [mmol/l] 33+15 36+1.2 0,662
Laktat © 2,0+0,6 25+1,3 0,536
Laktat © 24+12 2,6+0,8 0,382
Epo ® [mU/ml] 2400,5 + 1758,9 46+62 0,012
Epo ¢ 552,1 + 372,9 3,9+40 0,006

A Blutentnahme préoperativ; °: Blutentnahme am 1. postoperativen Tag; : Blutentnahme am

2. postoperativen Tag; °: Blutentnahme am Tag der zweiten Operation
Alle Werte sind als MW £+ SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die
signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.

57



3 Ergebnisse

3.7.1.2 Messzeitpunkt 2

Tab. 13: Gruppenvergleich der Blutparameter wahrend der subkutanen Epo-Injektionen

Parameter Versuchsgruppe Kontrollgruppe p

Hb * [mmol/l] 7,4+04 6,5+1,3 0,376
Hb * 7,3+0,5 6,4 +0,9 0,183
Hb * 7,3+06 6,5+0,7 0,109
Hb * 8,0+0,6 6,4 +0,9 0,008
Hb ° 8,2+0,7 6,3+0,5 0,004
Hb ° 8,5+0,8 6,5+0,8 0,008
Hb ‘ 8,8+0,7 6,8+0,6 0,004
Hb ° 9,0+0,9 6,8+0,8 0,004
Hb ° 9,3+0,7 6,8+0,6 0,004
Hk * [%] 0,4+0,1 0,3+0,1 0,630
Hk * 0,36 + 0,04 0,32+ 0,08 0,517
Hk * 0,38 + 0,04 0,33+ 0,06 0,154
Hk * 0,4 +0,03 0,32 + 0,03 0,048
Hk ° 0,41 0,03 0,31 0,05 0,004
Hk ° 0,43 +0,03 0,32+ 0,05 0,008
Hk 0,43 +0,03 0,34 + 0,04 0,008
Hk ® 0,43 +0,05 0,04 + 0,05 0,016
Hk ° , 0,46 +0,03 0,34 0,06 0,004
Erythrozyten * [10™/]] 10,2+ 1,0 9,4+1,6 0,376
Erythrozyten * 10,2+1,0 88+21 0,383
Erythrozyten ° 104+1,1 9,0+14 0,109
Erythrozyten * 11,0+ 1,0 87+15 0,028
Erythrozyten ° 11,2+1,0 85+1,1 0,004
Erythrozyten ° 118+1,1 88+14 0,016
Erythrozyten ' 119+1,1 91+1,1 0,008
Erythrozyten ® 121+15 9,1+1,2 0,008
Erythrozyten * 12,6 £0,9 9,1+1,2 0,004
Leukozyten * [10%/] 8,4+23 71+1,0 0,497
Leukozyten * 9,1+27 8,1+19 0,667
Leukozyten ° 9,7+2,9 8,3+22 0,683
Leukozyten * 78+11 6,8+0,9 0,154
Leukozyten ° 9,3+29 6,2+1,0 0,028
Leukozyten ° 9,6 +3,1 58+1,0 0,028
Leukozyten ’ 8,0+1,6 74+12 0,683
Leukozyten 8 8,7+19 71+1,8 0,283
Leukozyten ° 8,8+1,8 6,5+1,0 0,028
Epo * [mU/ml] 7,6 +16,6 27+18 0,461
Epo * 180,1 + 198,1 26+21 0,028
Epo ° 28,0+254 25+20 0,028
Epo * 3,7+53 27+20 0,461
Epo ° 352,6 +153,3 33+27 0,004
Epo ° 83,8 +103,6 24+16 0,004
Epo ‘ 33+51 2,8+20 0,808
Epo ® 323,0+2715 3024 0,004
Epo * 75,8 +71,3 24+16 0,004

' Blutentnahme vor 2. Injektion; *: Blutentnahme 24 h nach 2. Injektion; °: Blutentnahme 48 h nach
2. Injektion; *: Blutentnahme vor 3. Injektion; *: Blutentnahme 24 h nach 3. Injektion; ® Blutentnahme
48 h nach 3. Injektion; ' Blutentnahme vor 4. Injektion; 8 Blutentnahme 24 h nach 4. Injektion;
°: Blutentnahme 48 h nach 4. Injektion

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die

signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.
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Abb. 19: Darstellung der Hamoglobin-Konzentration wahrend der systemischen Epo-Behandlung.
* p<0,05 im Gruppenvergleich.
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Abb. 20: Darstellung der Hamatokrit-Konzentration wahrend der systemischen Epo-Behandlung.

* p<0,05 im Gruppenvergleich.
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Abb. 21: Darstellung der Erythrozytenzahl wahrend der systemischen Epo-Behandlung.n * p<0,05 im
Gruppenvergleich.

3.7.2 Auswertung ausgewabhlter Laborparameter im zeitlichen Verlauf
3.7.2.1 Hamoglobin
3.7.2.1.1 Messzeitpunkt 1

Tab. 14: Vergleich des Hb der Versuchsgruppe in der perioperativen Phase im zeitlichen Verlauf

Hb * Hb © Hb © Hb
Hb # - 0,043 0,043 0,027
Hb ® 0,043 - 0,674 0,866
Hb © 0,043 0,674 - 0,310
Hb “ 0,027 0,866 0,310 -

A Blutentnahme préoperativ; °: Blutentnahme am 1. postoperativen Tag; : Blutentnahme am

2. postoperativen Tag; °: Blutentnahme am Tag der zweiten Operation
Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die
signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.

60



3 Ergebnisse

3.7.2.1.2 Messzeitpunkt 2

Tab. 15: Vergleich des Hb der Versuchsgruppe wahrend der Epo-Injektionen im zeitlichen Verlauf

Hb ' Hb * Hb ° Hb * Hb ° Hb ° Hb ’ Hb ® Hb ®

Hb l - 0,917 0,400 0,025 0,021 0,017 0,012 0,017 0,012
Hb Z 0,917 - 0,684 0,018 0,017 0,017 0,018 0,018 0,018
Hb ° 0,400 0,684 - 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012
Hb * 0,025 0,018 0,012 - 0,04 0,025 0,012 0,018 0,012
Hb ° 0,021 0,017 0,012 0,04 - 0,140 0,027 0,041 0,011
Hb ° 0,017 0,017 0,012 0,025 0,140 - 0,042 0,021 0,011
Hb ’ 0,012 0,018 0,012 0,012 0,027 0,042 - 0,261 0,011
Hb ® 0,017 0,018 0,012 0,018 0,041 0,021 0,261 - 0,141
Hb ° 0,012 0,018 0,012 0,012 0,011 0,011 0,011 0,141 -

*: Blutentnahme vor 2. Injektion; *: Blutentnahme 24 h nach 2. Injektion; °: Blutentnahme 48 h nach
2. Injektion; *: Blutentnahme vor 3. Injektion; ®: Blutentnahme 24 h nach 3. Injektion; ®: Blutentnahme
48 h nach 3. Injektion; ’: Blutentnahme vor 4. Injektion; % Blutentnahme 24 h nach 4. Injektion;
% Blutentnahme 48 h nach 4. Injektion

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die

signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.

3.7.2.2 Hamatokrit
3.7.2.2.1 Messzeitpunkt 1

Tab. 16: Vergleich des Hk der Versuchsgruppe in der perioperativen Phase im zeitlichen Verlauf

Hk *® Hk © Hk © Hk °
Hk # - 0,042 0,042 0,043
Hk ° 0,042 - 0,340 0,446
Hk © 0,042 0,340 - n.a.
Hk ° 0,043 0,446 n.a. -

A Blutentnahme préoperativ; °: Blutentnahme am 1. postoperativen Tag; : Blutentnahme am

2. postoperativen Tag; P Blutentnahme am Tag der zweiten Operation
Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die

signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.

3.7.2.2.2 Messzeitpunkt 2

Tab. 17: Vergleich des Hk der Versuchsgruppe wahrend der Epo-Injektionen im zeitlichen Verlauf

Hk * Hk ° Hk ° Hk * Hk ° Hk ° Hk ' Hk °® Hk °

Hk l - 0,550 0,438 0,071 0,062 0,024 0,017 0,025 0,011
Hk Z 0,550 - 0,351 0,017 0,051 0,017 0,017 0,018 0,018
Hk ° 0,438 0,351 0,027 0,011 0,017 0,011 0,027 0,011

Hk * 0,071 0,017 0,027 - 0,017 0,011 0,041 0,012

Hk b 0,062 0,051 0,011 - 0,046 0,027 0,176 0,011
Hk ° 0,024 0,017 0,017 0,017 0,046 - 0,027 0,609 0,017
Hk ‘ 0,017 0,017 0,011 0,011 0,027 0,027 - 0,888 0,018
Hk © 0,025 0,018 0,027 0,041 0,176 0,609 0,888 - 0,159
Hk ° 0,011 0,018 0,011 0,012 0,011 0,017 0,018 0,159 -

' Blutentnahme vor 2. Injektion; : Blutentnahme 24 h nach 2. Injektion; °: Blutentnahme 48 h nach
2. Injektion; *: Blutentnahme vor 3. Injektion; °: Blutentnahme 24 h nach 3. Injektion; ®: Blutentnahme
48 h nach 3. Injektion; ": Blutentnahme vor 4. Injektion; ®: Blutentnahme 24 h nach 4. Injektion;
% Blutentnahme 48 h nach 4. Injektion

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die
signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.
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3.7.2.3 Erythrozytenzahl
3.7.2.3.1 Messzeitpunkt 1

Tab. 18: Vergleich der Erythrozytenzahlen der Versuchsgruppe in der perioperativen Phase im

zeitlichen Verlauf

Erythrozyten * Erythrozyten ® Erythrozyten © Erythrozyten °
Erythrozyten * - 0,043 0,043 0,028
Erythrozyten ® 0,043 - 0,463 0,612
Erythrozyten © 0,043 0,463 - 0,398
Erythrozyten v 0,028 0,612 0,398 -

A B. C.

. Blutentnahme praoperativ; Blutentnahme am 1. postoperativen Tag; Blutentnahme am
2. postoperativen Tag; °: Blutentnahme am Tag der zweiten Operation
Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die

signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.

3.7.2.3.2 Messzeitpunkt 2
Tab. 19: Vergleich der Erythrozytenzahlen der Versuchsgruppe wahrend der Epo-Injektionen im

zeitlichen Verlauf

Ery. " Ery.” Ery.° Ery.* Ery.”> Ery.° Ery. ’ Ery.® Ery.”
Ery. l - 0,446 0,327 0,036 0,036 0,017 0,012 0,017 0,012
Ery. Z 0,446 - 0,735 0,018 0,043 0,018 0,018 0,018 0,018
Ery. N 0,327 0,735 - 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012
Ery. 4 0,036 0,018 0,012 - 0,263 0,012 0,012 0,036 0,012
Ery. b 0,036 0,043 0,012 0,263 - 0,036 0,017 0,263 0,012
Ery. ® 0,017 0,018 0,012 0,012 0,036 - 0,674 0,401 0,012
Ery. ! 0,012 0,018 0,012 0,012 0,017 0,674 - 0,401 0,012
Ery. 8 0,017 0,018 0,012 0,036 0,263 0,401 0,401 - 0,270
Ery i 0,012 0,018 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,270 -

L. Blutentnahme vor 2. Injektion; *: Blutentnahme 24 h nach 2. Injektion; °: Blutentnahme 48 h nach
2. Injektion; *: Blutentnahme vor 3. Injektion; *: Blutentnahme 24 h nach 3. Injektion; ®: Blutentnahme
48 h nach 3. Injektion; ": Blutentnahme vor 4. Injektion; 8 Blutentnahme 24 h nach 4. Injektion;
% Blutentnahme 48 h nach 4. Injektion

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die
signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.
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3.7.2.4 Erythropoetin
3.7.2.4.1 Messzeitpunkt 2

Tab. 20: Vergleich des Erythropoetins der Versuchsgruppe wahrend der Epo-Injektionen im zeitlichen

Verlauf

Epo " Epo ° Epo ° Epo * Epo ° Epo ° Epo ’ Epo ° Epo *
Epo l - 0,018 0,018 0,593 0,012 0,012 0,465 0,012 0,012
Epo Z 0,018 0,018 0,018 0,093 0,208 0,018 0,208 0,093

0,018 0,012 0,093 0,018 0,012 0,093
0,012 0,012 0,715 0,012 0,012
0,012 0,012 0,161 0,012
0,012 0,012 0,899

Epo ° 0,018 0,018 -

Epo * 0,593 0,018 0,018 -
Epo ° 0,012 0,093 0,012 0,012 -
Epo ° 0,012 0,208 0,093 0,012 0,012 -
Epo ’ 0,465 0,018 0,018 0,715 0,012 0,012 - 0,012 0,012
Epo ° 0,012 0,208 0,012 0,012 0,161 0,012 0,012 - 0,012
Epo ° 0,012 0,093 0,093 0,012 0,012 0,899 0,012 0,012 -

*: Blutentnahme vor 2. Injektion; °: Blutentnahme 24 h nach 2. Injektion; °: Blutentnahme 48 h nach
2. Injektion; *: Blutentnahme vor 3. Injektion; ®: Blutentnahme 24 h nach 3. Injektion; ®: Blutentnahme

48 h nach 3. Injektion; ’

. Blutentnahme vor 4. Injektion; 8 Blutentnahme 24 h nach 4. Injektion;
% Blutentnahme 48 h nach 4. Injektion
Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die fett gedruckten p-Werte reprasentieren die

signifikanten Ergebnisse. p<0,05 ist signifikant.

3.8 Makroskopische Beurteilung

Es wurden in drei verschiedenen Regionen des RV die Wanddicken des Myokards
gemessen. Anhand des Bearbeitungsschemas wurden die gemessenen Bereiche mit a, b
und c beschriftet (siehe Abb. 22 S. 64). Diese ergaben keinen signifikanten Unterschied im
Vergleich zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe (siehe Tab. 21). Der RV erreichte
maximal 70 % der linksventrikularen Wanddicke. Zusatzlich wurde nach Hinweisen auf
intravaskulare Thromben oder Tumorformationen gesucht, welche sich in keinem der Herzen

fanden.

Tab. 21: Wanddicken des RV

Wanddicken [cm]

vor a vor b VOor ¢
Versuchsgruppe (n=6) 0,7%+0,2 0,9+0,2 0,8+0,1
Kontrollgruppe (n=6) 0,5 +0,1 0,7+0,1 0,8+0,1
p 0,109 0,109 0,527

Alle Werte sind als MW + SAW angegeben. Die Tierzahlen (n) beziehen sich auf die untersuchten

Tiere.
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Abb. 22: Darstellung des rechten Herzens. Der RV ist erdffnet, die Verengung der Pulmonalarterie ist
ansatzweise sichtbar (roter Stern). In Vorbereitung auf die histologische Auswertung erfolgt das
Zuschneiden des RV von der Basis bis zum Apex in drei parallele Streifen mit jeweils maximal zehn
Blocken. Der Defekt im RV ist der Enthahme von Myokardproben fiir die RT-PCR-Untersuchungen
geschuldet. Dieses Diagramm wurde nach der Habilitationsschrift von Dr. med. habil. Can Yerebakan
modifiziert [93].

Ao: Aorta; PA: Pulmonalarterie; PAB: Pulmonalarterienbanding; RV: rechter Ventrikel
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3.9 Histologie

3.9.1 Histologische Auswertung

Alle zehn Gewebeblocke wurden angeféarbt und histologisch untersucht. In keinem der
Herzen wurden in der H.-E.-Farbung Hinweise auf Tumorformationen oder
Entzindungsreaktionen (Abb. 23) gefunden. Auch Verkalkungen, die mit Hilfe der

Farbemethode nach Kossa schwarz dargestellt werden, wurden nicht gesehen.

Abb. 23: H.E.-Farbung des in Langsrichtung angeschnittenen Herzgewebes in der 100er
VergréRerung. Die Pfeile markieren Kerne der Herzmuskelfasern.

65



3 Ergebnisse

3.9.2 Interstitielle Fibrose

Nach Anfarbung der Gewebeschnitte nach Goldner erfolgte die Auswertung der Grol3e der
fibrotischen Areale mit Hilfe der Planimetrie. Hier wurde eine signifikant geringere Flache der
interstitiellen Fibrose in der Versuchsgruppe Uber den gesamten RV im Vergleich zur
Kontrollgruppe festgestellt (Versuchsgruppe: 5.604,2 + 576,1 ym?, Kontrollgruppe: 8.407,8 +
1.224,5 ym?, p=0,01) (Abb. 24).

9000 - T

8000 -
7000 -
6000 -
5000 A
4000 A
3000 A
2000 -
1000 -

0 -

Fibroseflache in um2 / HPF

C Versuchsgruppe Kontrollgruppe

Abb. 24: Auswertung der Goldner-Farbung des Herzmuskelgewebes in der 400er VergréRerung. Die
interstitielle Fibrose farbt sich griin an. A zeigt eine représentative Aufnahme der Versuchsgruppe,
B der Kontrollgruppe. C stellt den Vergleich des Fibrose-Areals in umz pro High Power Field (HPF)
(0,216 mmz) zwischen den Gruppen dar. Es zeigt sich eine signifikant geringere Fibrose-Flache in der
Versuchsgruppe (p=0,01). Anzahl der ausgewerteten Tiere: n=8.
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3.9.3 Auswertung der CD31- Immunfluoreszenz -Farbung

Die mikroskopische Auswertung der Schnitte in der CD31-Immunfluoreszenz-Farbung
ermoglichte eine quantitative Aussage Uber die Anzahl der Kapillaren pro mm?® Die
Kapillardichte zeigte eine signifikante Erhdhung in der Versuchsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Versuchsgruppe: 255,6 = 27,3 Kapillaren/Gesichtsfeld, Kontrollgruppe:
211,6 £ 23,2 Kapillaren/Gesichtsfeld, p=0,026) (Abb. 25).
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Abb. 25: Auswertung der immunhistochemischen Anfarbung der Kapillaren pro mm?. Die CD31-
positiven Zellen farben sich rot an, die Kerne blau. A zeigt eine reprasentative Aufnahme der
Versuchsgruppe, B der Kontrollgruppe. C stellt den Vergleich der Auszahlung der Kapillaren pro mm?
zwischen den Gruppen dar. Es zeigt sich eine signifikant héhere Anzahl an Kapillaren in der

Versuchsgruppe (p=0,026). Anzahl der ausgewerteten Tiere: n=8.
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3.9.4 Auswertung der ki67-Immunfluoreszenz-Farbung

Die mikroskopische Auswertung der Gewebeschnitte in der ki67-Immunfluoreszenz-Farbung
ermoglichte eine Aussage Uber die Proliferationsaktivitat der Myozyten. Es fand sich eine
starke Tendenz zu einer h6heren myokardialen Proliferationsaktivitét in der Versuchsgruppe,
ohne dass ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (Versuchsgruppe:
53,9 £ 19,8 Zellen, Kontrollgruppe: 40,8 + 10,5 Zellen, p=0,195) vermerkt werden konnte
(Abb. 26).
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Abb. 26: Auswertung der immunhistochemischen Anféarbung der Proliferationsaktivitdt des Myokards.
Die Ki67-positiven Zellen farben sich rot an, die Kerne blau. A zeigt eine représentative Aufnahme der

Versuchsgruppe, B der Kontrollgruppe. C stellt den Vergleich der Ki67-positiven Zellen zwischen den
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Gruppen dar. Es zeigen sich im Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede (p=0,195). Anzahl

der ausgewerteten Tiere: n=8.

3.10 Auswertung der qRT-PCR

Die Auswertung der Expressionsmuster einzelner Parameter, die nach dem aktuellen Stand
der Literatur durch eine Epo-Behandlung beeinflusst werden konnen, ergab wichtige
Tendenzen und signifikante Unterschiede zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe.
Die Analyse erfolgte sowohl im Gruppenvergleich als auch relativ zu einer gesunden Schaf-
Gruppe.

Die einzelnen gemessenen Proteine sind in Abb. 27 und Abb. 28, S. 70 dargestellt. Es
wurden die Prokollagene Col1a1 und Col3a1 untersucht, bei denen die Kontrollgruppe eine
hohere Anzahl an Replikationen aufweisen konnte als die Versuchsgruppe, wobei jedoch
keine Signifikanz erreicht wurde. Das AGTR1, welches fir den Angiotensin-Rezeptor 1
kodiert, wurde in der Versuchsgruppe signifikant weniger exprimiert als in der Kontrollgruppe.
Das Vorlauferprotein der natriuretischen Peptide (NPPA), das Stammzell-mobilisierende
Chemokin SDF1a und der Wachstumsfaktor FGF zeigten im Gruppenvergleich keine
wesentlichen Unterschiede. Das Protein Bax, ein pro-apoptotischer Faktor aus der Bcl2-
Familie, wurde in der Versuchsgruppe weniger exprimiert. Die gleiche Tendenz zeigte das
anti-apoptotische Bcl2, welches in der Versuchsgruppe eine héhere Anzahl an Replikationen
aufwies. Der Quotient Bcl2/Bax war damit in der Versuchsgruppe signifikant hdher als in der
Kontrollgruppe (p<0,001). Dies entspricht einer reduzierten Apoptoserate in der
Versuchsgruppe.

Insgesamt zeigt die Abbildung, dass sowohl IL-6 als auch TNF-a, beides
Entzindungsmarker, in der Kontrollgruppe hohere Werte erreichten, jedoch ohne
Signifikanz.

69



3 Ergebnisse

500 -

400

300

200

100

Relative mRNA-Kopien in [%]

B Versuchsgruppe
[] Kontrollgruppe

Abb. 27: qRT-PCR-Ergebnisse der myokardialen Expressionsstarke relevanter Proteine. Es sind die
Anzahl der Kopien in jeder Gruppe Proben aus gesunden Tieren (100 %) gegeniiber gestellt. B gibt
Absolutwerte an. Anzahl der ausgewerteten Tiere: n=6. *p<0,05.
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Abb. 28: gqRT-PCR-Ergebnis der myokardialen Expressinsstarke von IL-6. Es sind Absolutwerte
angeben. Anzahl der ausgewerteten Tiere: n=6. *p<0,05.
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Das Ziel dieser Studie war es, die Erforschung der Effekte der intramyokardialen und
systemischen Applikation von Epo in einem Modell einer chirurgisch induzierten, chronisch
rechtsventrikuldaren Druckbelastung zu untersuchen. Nach unserem Kenntnisstand ist dies
die erste Studie, die die Effekte der intramyokardialen und systemischen Injektion von Epo in
einem experimentellen Modell mit chronischer Druckbelastung des RV untersucht. Unsere
experimentelle Studie am Schafmodell hat gezeigt:

1. Die Aufzeichnung von Druck-Volumen-Kurven mittels Konduktanzkatheter-
Messungen stellt eine geeignete Methode zur detaillierten Bestimmung der
systolischen und diastolischen rechtsventrikularen Funktion in unserem Modell dar.

2. Die intramyokardiale und systemische Applikation von Epo erweist sich in diesem
Modell als sicher und effektiv. Es konnte eine Verbesserung der Elastizitat und
Kontraktilitdt des RV gezeigt werden. Die Effekte von Epo sind nach unseren
Ergebnissen in der Induktion der Neoangiogenese, in der Reduktion der Fibrose, in

der Verminderung der Apoptose und der Inflammation zu vermuten.

4.1 Klinische Relevanz

Die Entwicklung von neuen Therapien fir myokardiale Erkrankungen befindet sich in den
letzten Jahren im Fokus der regenerativen Medizin. In diesem Zusammenhang spielen
Stammzellen eine stetig groRer werdende Rolle. Der Begriff Stammzelle wird definiert als
undifferenzierte Zelle mit einem hohen oder unbegrenzten Selbsterneuerungspotential und
der Fahigkeit sich in reife Zellen mit bestimmten morphologischen und funktionellen
Eigenschaften differenzieren zu kénnen [98]. Sie kbnnen aus dem Knochenmark oder aus
dem Nabelschnurblut entnommen werden. Gerade die Transplantation autologer
Knochenmarksstammzellen stellt eine bedeutsame Methode dar, die im Rahmen einer
Bypass-Operation bei akuter oder chronischer myokardialer Ischamie durchgefuhrt wird [99].
Die Durchfiihrbarkeit, die Effektivitat und positive Langzeitergebnisse dieser Technik konnten
als sicher belegt werden [100]. In Bezug auf kongenitale Herzfehler konnte gezeigt werden,
dass sich die Therapie mit Stammzellen aus dem Nabelschnurblut in einem Grof3tiermodell
der Fallot’'schen Tetralogie zur Beeinflussung der rechtsventrikuldren Funktion als effektiv
und sicher erweist [95].

Epo ist ein Hormon, das mit Hilfe seines Rezeptors seit jeher durch seine Wirkungen im
hamatopoetischen System mittels Induktion der Erythropoese bekannt ist. Auch wird der
Epo-R in eine Reihe von nicht blutbildenden Organen wie Gehirn [45] und Endothel [46]
exprimiert. Epo nimmt zudem eine nicht zu unterschétzende Stellung im Rahmen der

regenerativen Medizin im kardiovaskularen Bereich ein. Es gibt eine Vielzahl an
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Veroffentlichungen tber experimentelle und klinische Studien, die nach der Applikation von
Epo eine Verbesserung der myokardialen Leistung beschrieben haben [101-109]. Im
Besonderen der Bereich der myokardialen Ischamie und die damit verbundene Mdglichkeit,
die InfarktgréRe durch Epo zu begrenzen, stellt ein umfassend untersuchtes Gebiet dar [80-
82, 110]. Das Potential der Epo-Therapie zur Behandlung angeborener Herzfehler ist bis
heute nicht ausreichend untersucht worden. In Deutschland werden pro Jahr ca. 6.000
Kinder mit einer Fehlbildung des Herzens oder der groRen Gefal3e geboren. Unter den
kongenitalen Fehlbildungen haben die angeborenen Herzfehler die hdchste Sterberate. Die
Fortschritte in der Kinderherzchirurgie und der Intensivmedizin ermdglichen heute, dass tber
90 % der kleinen Patienten mit angeborenem Herzfehler das Erwachsenenalter erreichen
kénnen. Nach der Korrektur kongenitaler Herzvitien stellen sich jedoch haufig
Folgeerkrankungen ein, wodurch es zu Einbu3en in Bereichen wie Lebensqualitét,
Leistungs- und Arbeitsfahigkeit kommen kann. Beispielsweise kommen nach der
chirurgischen Korrektur der TGA trotz der hervorragenden kurz-, mittel- und auch
langfristigen Resultate [16] v. a. Obstruktionen im Bereich des rechtsventrikularen
Ausflusstraktes, aber auch die Aortenklappeninsuffizienz und Stenosierungen im Bereich der
reimplantierten Koronararterien vor [18, 111]. Obstruktionen im Bereich des RVOT werden in
der Literatur mit einer Inzidenz von 7 bis 40 % angegeben [32, 83, 112], wobei die
Verengung im Bereich des Stammes der PA am haufigsten vorkommt. Die
Pulmonalarterienverengung stellt gemeinsam mit den Lasionen im Bereich der
Koronararterien den haufigsten Grund fur eine Reoperation nach ASO dar [83, 85]. Die PS,
der VSD, das HLHS und die TOF bedingen hingegen eine praoperative chronische
Druckbelastung des RV, wodurch es zu einer konzentrischen Hypertrophie kommt. Diese
rechtsventrikulare Druckbelastung muindet langfristig durch ein Remodeling in einer
Dysfunktion des RV und tragt somit wesentlich zur Morbiditat und Mortalitat der Patienten bei
[84]. Die Erforschung der Morphologie des RV, der rechtsventrikularen Funktion und der
Adaptationsmechanismen sind in Bezug auf die angeborenen Herzfehler von grofer
Bedeutung.

Die Therapie mit Epo birgt ein enormes Potential fur die regenerative Medizin. Nicht nur zur
Behandlung nach MI, sondern auch bei Herzinsuffizienz stellt das Hormon einen wichtigen
Bereich der aktuellen Forschungen dar. Den kardioprotektiven Effekten von Epo werden im
Zusammenhang mit kongenitalen Herzfehlbildungen in der Literatur zu wenig Beachtung
geschenkt.

Viele Forschungsgruppen, die sich mit der Pathophysiologie von kongenitalen
Herzfehlbildungen an Tiermodellen beschéaftigen, nutzen Messmethoden wie die
Konduktanzkatheter-Methode zur Erfassung der Funktion des Herzens. Die

Konduktanzkatheter-Technik stellt fir den LV eine allseits akzeptierte Methode zur
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kontinuierlichen Erfassung von Volumina und Driicken in der Herzkammer dar. Sie hat sich
mittlerweile als zuverlassige und prazise Methode auch zur Erfassung der Funktion des RV
durchgesetzt. Messungen mit Hilfe des Konduktanzkatheters ermdglichen eine exakte und
objektive Beschreibung der rechtsventrikularen Funktion [34, 35].

4.2 Validitat der Methode

Die Pulmonalarterienverengung stellt eine etablierte Behandlungsmethode in der
Kinderherzchirurgie, beispielsweise im Rahmen der operativen Versorgung von Herzfehlern
mit einem Links-Rechts-Shunt, dar. Zudem wurde sie bereits in mehreren experimentellen
Studien wie die von Schranz et al. [113] angewandt. Er und Kollegen flihrten bei Kindern mit
dilatativer Kardiomyopathie des LV und erhaltener Funktion des RV eine
Pulmonalarterienverengung durch und konnten so die Funktion des LV und der Mitralklappe
verbessern.

Der Erfolg des Konzeptes, eine Druckbelastung des RV zu verursachen, konnte in dieser
Arbeit erstmals durch die Konduktanzkatheter-Messungen, die cMRT sowie die
makroskopische Beurteilung hinreichend belegt werden. Die Konduktanzkatheter-
Messungen erfolgten vor dem chirurgischen Eingriff, direkt nach der Verengung sowie unter
Ruhebedingungungen und unter Dobutamin-Stress zwolf Wochen postoperativ. Zu jedem
dieser Zeitpunkte wurden zusétzlich Vorlastreduktionsmandver durch Okklusion der V. cava
inferior mittels eines Ballonkatheters durchgefiihrt, um Aussagen Uber lastunabhéngige
Parameter der Kontraktilitat und Elastizitat zu erhalten.

Akute Druckbelastung: Die akute Erhdhung der Nachlast bis zu einem rechtsventrikularen
Spitzendruck von 60 % des peripheren systolischen Drucks wurde durch eine Verengung der
PA in ihrem Stammbereich erreicht. Eine weitere Verengung durch Druckerhéhung wird
sowohl von uns in Vorversuchen als auch in der Literatur mit dem Einsetzen einer schweren
Bradykardie und eines Blutdruckabfalls als Zeichen einer akuten Rechtsherzinsuffizienz
angegeben [32]. Dieser Wert wird auch bei Patienten mit Residuen nach palliativen oder
korrigierenden Eingriffen bei komplexen Herzfehlern beobachtet [114]. Es wurden
Messungen mit Hilfe des Konduktanzkatheters sowohl vor als auch nach der Verengung
durchgefiihrt. Diese Ergebnisse gaben Aufschluss Uber den akuten Effekt des Eingriffs.
Durch die Pulmonalarterienverengung kam es zu einem signifikanten Anstieg des
rechtsventrikularen ESP und des rechtsventrikularen ESV, beides Zeichen einer
Vorlasterhthung. Die Parameter dp/dt,.x, Ees und PRSW zeigten einen Anstieg als Zeichen
einer erhodhten Kontraktilitdit des RV. Hon und Kollegen fanden im experimentellen Ansatz
mit &hnlichem Studiendesign mit Eréffnung des Perikards eine verbesserte Kontraktilitat und
ein erhohtes SV ohne Anderung der diastolischen Funktion des RV heraus. Sie diskutierten

ihre Ergebnisse als Nachweis des Frank-Starling-Mechanismus [32]. Auch die Arbeitsgruppe
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um De Vroomen konnte in ihren Versuchen, die eine Verengung der PA mittels Ballon bei
Lammern beinhalteten, eine erhthte Kontraktilitat feststellen. Es kam hier jedoch nicht zu
einer Veranderung der rechtsventrikularen Vorlast [115]. Dies wird von der Arbeitsgruppe mit
dem Mechanismus der homeometrischen Autoregulation als wichtige sofortige Adapation an
eine akute Druckbelastung des RV erklart. Anders als die vorliegende und andere Studien
wurde hier das Perikard nicht er¢ffnet. Die Nachlasterhdhung wurde durch einen in die PA
eingeschwemmten Ballon herbeigefuhrt. Diese beiden wichtigen Differenzen im
Studiendesign kénnen die Unterschiede zu anderen Veroffentlichungen erklaren.

Nach der Verengung der PA kam es zu einer Verdopplung des Quotienten aus dem
systolischen rechtsventrikularen Druck und dem systolischen arteriellen Druck. Dies wurde
bereits in der Literatur in Zusammenhang mit dem ersten Schritt der zweizeitigen ASO bei
der TGA beschrieben [24]. Somit bestatigt sich unsere Technik zur Verengung der PA und
entspricht der klinischen Anwendung am Menschen.

Des Weiteren wurden direkte Auswirkungen des chirurgischen Eingriffes auf die Funktion
des RV beobachtet, verdeutlicht durch einen signifikanten Abfall der RVEF und der dp/dt.n,
einem Parameter der frilhen diastolischen Relaxation, sowie einen Anstieg des EDV. Es
konnte zusatzlich eine Erhéhung des SV beobachtet werden. Diese Konstellation der Werte,
die eine Druckbelastung des RV aufzeigt, gibt Auskunft Gber den Erfolg des experimentellen
chirurgischen Modells. In der Literatur finden sich mehrere Mechanismen auf zellularer
Ebene, die diese Anderungen erklaren konnen, u. a. eine endogene Katecholamin-
freisetzung [116] und eine erhéhte Verflugbarkeit von intrazellularem Kalzium. Dies ist ein
Mechanismus, der wiederum durch Bindung an kontraktile Proteine die myokardiale
Kontraktilitat steigert [117].

Chronische Druckbelastung: Die Auswirkungen der rechtsventrikularen Druckbelastung
wurden am Ende der zwolf-wdchigen Studie erneut betrachtet. Es konnte eine Abnahme des
SV und des HZV als Zeichen einer schlechteren Pumpfunktion verzeichnet werden. In Bezug
auf die systolische Funktion konnte man eine signifikante Erhéhung des Ees als Zeichen
einer gesteigerten Kontraktilitat beobachten. Auch PRSW als weiterer Kontraktilitatsmarker
zeigte diese Tendenz. Faber und Kollegen beobachteten ebenfalls einen Anstieg der
Kontraktilitdtindices, hier ESPVR und PRSW. Das SV war bei ihnen aber ebenfalls erhéht
[114]. Sie arbeiteten mit einem &hnlichen Studiendesign an Ratten und fihrten sechs
Wochen postoperativ. Messungen mit Hilfe des Konduktanzkatheters durch. Die
Arbeitsgruppe um Leeuwenburgh induzierte eine rechtsventrikulare Druckbelastung bei
Lammern und beobachtete nach einem Zeitraum von acht Wochen eine Steigerung der
Kontraktilitdtsindices bei normaler diastolischer Funktion. Eine Veranderung der
linksventrikularen Kontraktilitdt konnte nicht festgestellt werden [33]. Beide Arbeitsgruppen

sehen die verbesserte rechtsventrikuldre Kontraktilitdt als Zeichen einer stattgefundenen
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kompensierten Hypertrophie des RV. Diese Beobachtungen stimmen mit den von uns
erhobenen Daten Uberein. Durch eine cMRT und eine am Ende der Versuche
stattgefundenen makroskopischen Auswertung konnte ebenfalls eine rechtsventrikuléare
Hypertrophie nachgewiesen werden.

Der Vergleich der Versuchs- und der Kontrollgruppe miteinander erbrachte zu diesem
Zeitpunkt einige Signifikanzen und wichtige Tendenzen. So zeigte Tau als Zeitkonstante der
ventrikularen Relaxation einen signifikant geringeren Wert in der Versuchsgruppe. Auch bei
Eed und dp/dt.i, konnten in der Versuchgruppe niedrigere Ergebnisse erzielt werden. Dies
deutet auf eine bessere diastolische Funktion hin.

Dobutamin-Stress-Messungen: In der Literatur wird beschrieben, dass sich eine
subklinische diastolische myokardiale Dysfunktion unter Stressinduktion mit einer
Katecholamingabe mit Hilfe von Konduktanzkatheter-Messungen demaskieren kann [118].
Auch klinisch stellt dies eine etablierte Methode dar, die im Rahmen der Stress-
Echokardiographie durchgefuhrt wird. Wir fihrten daher am Ende der Versuchsreihe
Dobutamin-Stress-Messungen durch. Es zeigten sich in unseren Versuchen sowohl im
Vergleich zu den praoperativ gemessenen Werten als auch im Gruppenvergleich keine
Veranderungen im Bezug auf die systolische Funktion. Die diastolische Funktion unterschied
sich im Gruppenvergleich signifikant. Dies zeigte sich durch die enddiastolische Elastanz
Eed und die Werte Py, und V4, die sich in der Versuchsgruppe signifikant geringer
darstellten. In Klinischen Situationen kann unter maRiger Belastung eine diastolische
myokardiale Dysfunktion haufig friher auftreten als eine Einschrankung der systolischen
Funktion. Dies kann sich in einer klinisch sichtbaren Herzinsuffizienz &ufRern, wobei die
systolische Funktion unveréndert sein kann [119]. Urs&chlich hierfur kann auf zellularer
Ebene die Zunahme der myokardialen Fibrose als Antwort auf eine chronische
Druckbelastung des rechten Herzens sein. Durch unsere Arbeit konnte in der histologischen
Auswertung der Herzen eine signifikante Verringerung der myokardialen Fibrose im
Gruppenvergleich belegt werden. Die Arbeitsgruppe um Faber beschrieb neben einer
Steigerung der Herzfrequenz einen signifikanten Abfall von SV im Vergleich zu den Werten
unter Ruhebedingungen. Es kam demnach zu einer erhéhten kontraktilen Antwort des RV
unter Dobutamin-Stress. Diese Ergebnisse fanden sich allerdings sowohl in der
Versuchsgruppe als auch bei Tieren, die einer Schein-Operation unterzogen wurden. Dies
interpretierten die Autoren als eine intrinsische Kontraktilitdt. Diese Beobachtungen stimmten
mit den von uns gemessenen Werten Uberein. Die Arbeitsgruppe um Leeuwenburgh konnte
in ihrer Studie an Ld&mmern neben dem erhdhten HZV und dem erniedrigten SV eine
verbesserte systolische Funktion beobachten. Auch fanden sich hier Unterschiede im
Gruppenvergleich. Die Werte HZV und SV waren in ihrer Versuchsgruppe mit Verengung der

PA nicht so stark ausgepragt wie in der Kontrollgruppe [33]. Dies lasst eine reduzierte
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kontraktile Reserve des RV nach chronischer Druckbelastung vermuten. Unsere Werte ohne
Veradnderung der systolischen Antwort auf Dobutamin nach chronischer Druckbelastung
stehen im Vergleich zu der Studie von Leeuwenburgh und Kollegen im Gegensatz.

Kardiale Magnetresonanz-Tomographie: Die cMRT gilt heutzutage als Goldstandard zur
Quantifizierung von Gro3e und Funktion des RV [28]. Wir fuhrten daher zehn Wochen nach
der Verengung der PA eine Bildgebung mittels MRT durch, welche den Erfolg des
experimentellen Vorgehens bestéatigen konnte. Bei allen untersuchten Versuchstieren konnte
eine Verengung der PA in ihrem Stammbereich morphologisch und anhand von erhdhten
Flussgeschwindigkeiten nachgewiesen werden. Danton und Kollegen nutzten die cMRT als
Referenz fiur die Exaktheit der Konduktanzkatheter-Messungen [31]. In unseren
Untersuchungen zeigten die Werte der Konduktanzkatheter-Messungen und die der cMRT
im direkten Vergleich einige Abweichungen. So war das rechtsventrikuldare SV im cMRT
deutlich niedriger, das rechtsventrikulare ESP und das rechtsventrikuldare ESV aber deutlich
hoher als bei den hamodynamischen Messungen. Anmerkend ist zu sagen, dass anders als
bei der Studie von Danton unsere Untersuchungen zu unterschiedlichen, nicht synchronen
Zeitpunkten stattfanden, was die beschriebenen Differenzen bedingen kann.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Konduktanzkatheter-Technik eine prazise
Methode zur Erfassung der rechtsventrikuléaren systolischen und diastolischen Funktion v. a.
in experimentellen Ansatzen zur Erforschung kongenitaler Herzfehlbildungen darstellt.
Unsere Arbeit konnte zeigen, dass die Messung von rechtsventrikuldren Volumina und
Dricken mit Hilfe des Konduktanzkatheters eine objektive und prazise Methode zur
Erfassung der rechtsventrikularen Funktion darstellt. Weiterhin stellt unsere Strategie mit der
Verengung der PA ein valides chronisches Modell zur rechtsventrikularen Druckbelastung

dar, welches sich in verschiedenen experimentellen Ansatzen bewahrt hat [32, 33, 114, 115].

4.3 Effektivitat und Sicherheit der Injektion von Erythropoetin

Unser regenerativer Ansatz ist nach unserem Kenntnisstand bis heute das einzige Modell
weltweit, das in einem experimentellen Ansatz eine regenerative Therapie kongenitaler
Herzfehler mit Epo erprobt. Dazu injizierten wir den Tieren intramyokardial in die gesamte
freie Wand des RV Epo, nachdem wir eine Verengung der PA in ihrem Stammbereich
erzeugt hatten. Bereits in Studien an Ratten in einem Infarktmodell hat sich der
intramyokardiale Applikationsweg als sicher erwiesen [120]. Zur Aufrechterhaltung der
Wirkung von Epo wurde der Versuchsgruppe tber vier Wochen postoperativ Epo subkutan
injiziert.

Makroskopische Auswertung: Nach der Explantation der Herzen erfolgte die Messung der
Rechtsherzhypertrophie, indem die Wanddicken an definierten Abschnitten der freien Wand

des RV gemessen wurden. Der RV erreichte maximal 70 % der linksventrikularen

76



4 Diskussion

Wanddicke. Es fanden sich keine Unterschiede im Gruppenvergleich. Dieses Ergebnis lasst
sich damit begriinden, dass die Effekte von Epo und das damit verbundene Remodeling
zunachst auf mikroskopischer Ebene stattfinden. Der moglicherweise n&chste Schritt in die
makroskopische Ebene hat bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht stattgefunden. Eine mogliche
makroskopische Erkennung der Epo-Behandlung nach einem langeren Beobachtungs-
zeitraum bzw. nach langerer Epo-Behandlung konnte durch weiterfihrende Studien erprobt
werden.

Mikroskopische Auswertung: Mit den Auswertungen der Gewebeschnitte wollten wir
Uberprifen, ob es ein morphologisches Korrelat fur die verbesserte Elastanz und Relaxation
in der Versuchsgruppe gab. Die in der Immunhistochemie gemessenen CD-31-Antikorper
ergaben eine signifikant hohere Kapillardichte in der Versuchsgruppe, wohingegen wir in
Bezug auf die Ki67-Antikdrper, ein Proliferationsmarker, keinen signifikanten Unterschied im
Gruppenvergleich ~ feststellen  konnten. Trotzdem ist eine tendenziell hohere
Proliferationsaktivitat in der Versuchsgruppe auszumachen. Die erhthte Kapillardichte deutet
auf eine verbesserte Perfusion des Myokards im Areal der Epo-Injektionen hin. Dieses
Faktum liefert eine mdogliche Erklarung fir die bessere myokardiale Funktion in der
Versuchsgruppe. In der Literatur wird Epo zahlreiche kardioprotektive Effekte zugeschrieben,
u. a. die Induktion der Angiogenese [49]. Diese Eigenschaft stellt eine wichtige Mdglichkeit
zur Behandlung von kardialen Erkrankungen wie dilatative Kardiomyopathie [59] und MI [46,
47, 51, 59, 88] dar. Die Herzfunktion wird durch die Induktion der Angiogenese auch bei der
durch Druckbelastung induzierten Hypertrophie verbessert [57, 58]. Die zugrunde liegenden
Mechanismen der Effekte von Epo auf das Myokard sind in einer Rekrutierung von EPC vom
Knochenmark in das Herzmuskelgewebe und einer erhdhten Expression von VEGF zu
vermuten [90]. Die Messung der fibrotischen Areale ergab eine signifikant geringere Flache
von Bindegewebe in der Versuchsgruppe. Das geringere Ausmal® der Fibrose in der
Versuchsgruppe deutet auf regeneratives Herzmuskelgewebe hin, welches dem Remodeling
standhalt und als eine weitere Begriindung fiir die verbesserte myokardiale Funktion gelten
konnte. Epo wird als weitere kardioprotektive Eigenschaft die Reduktion der Fibrose
zugeschrieben [48].

Den Tieren beider Gruppen wurde zu festgelegten Zeitpunkten ventses Blut entnommen,
um dieses mittels einer FACS-Analyse auf CD34- und CD31-positive Zellen zu untersuchen.
Dieses weist auf eine Mobilisierung von Stamm- und Progenitorzellen aus dem
Knochenmark durch Epo in das periphere Blut hin. In unserer Studie wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen der Versuchs- und der Kontrollgruppe gefunden. Wir konnten diesen
Nachweis daher nicht erbringen. Nun fihrten wir keine rechtsventrikularen Myokardbiopsien

durch, die den Anteil der Knochenmarkszellen im Myokard hatten zeigen kdnnen, da dieses
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die Mortalitat der Tiere deutlich erhéht hatte. Allerdings konnten wir in der Immunhistochemie
eine signifikante Erhéhung der CD31-positiven Zellen an den explantierten Herzen zeigen.
Intramyokardiale und systemische Injektion von Erythropoetin: Nach den zwolf Wochen
zeigten weder die histologischen und makroskopischen Auswertungen noch die Befunde der
cMRT einen nachteiligen Gewebeumbau im Sinne von Kalzifizierungen, Entziindungen oder
Bildung von Tumorformationen durch die Epo-Behandlung. Die gewdahlte intramyokardiale
Applikation von Epo erwies sich als sicher und effektiv. Die Wirkung von Epo wurde durch
eine insgesamt vier Wochen anhaltende subkutane Epo-Injektion verlangert.
Molekulargenetische Auswertung: In Zusammenschau der Ergebnisse der gRT-PCR wird
ersichtlich, dass die untersuchten Proteine eindeutige Tendenzen in Richtung einer
geringeren Apoptose-Rate und einer verringerten inflammatorischen Antwort der
Versuchsgruppe zeigten. Diese Resultate decken sich mit der in zahlreichen Studien
erforschten Reduktion der Apoptose und der Hemmung der Entziindungsreaktion durch Epo
[45, 48, 49, 51]. Die reduzierte Entziindungsaktivitat der Versuchsgruppe deckt sich mit dem
Befund der reduzierten myokardialen Fibrose, da eine erhdhte Aktivitat kardialer Fibroblasten
eine Erhéhung von TNF-a und IL-6 in vitro bedingen. Ubereinstimmend fanden wir in der
Versuchsgruppe eine tendenziell niedrigere Expression von inflammatorischen Proteinen wie
TNF-a und IL-6. Auch der verminderte Quotient Bcl2/Bax als Indiz fur die Einschatzung der
Apoptoserate im Myokard kann als Epo-vermittelt betrachtet werden. Eine weitere
Signifikanz erweist die niedrigere Expression des AGTR1 in der Versuchsgruppe, der den
Angiotensin-Rezeptor 1 kodiert. Dies lasst sich als eine glnstige Wirkung von Epo auf die
myokardiale Hypertrophie deuten. Dieses Ergebnis entspricht einer anderen Studie, die
belegen konnte, dass es zu einer friheren Exprimierung und einer erhdhten Zahl des
AGTRL1 in hypertrophierten Ventrikeln kam [121]. Dies begtinstigt die Hypertrophie und tragt
somit zum Remodeling bei. Im Rahmen eines chirurgischen Modells zur Induktion einer
chronischen Druckbelastung des RV wurde diese detaillierte molekulargenetische
Untersuchung nach unseren Recherchen sicherlich zum ersten Mal angewendet.
Laborchemische Auswertung: Anhand von Blutuntersuchungen konnte gezeigt werden,
dass Epo nicht nur den bereits beschriebenen myokardialen Effekt erzielt, sondern auch zu
systemischen Auswirkungen beitragt. In unseren Untersuchungen wurde der systemische
Effekt durch eine signifikante Erhéhung der Laborparameter Hamoglobin, Hamatokrit und der
Erythrozytenzahl beobachtet. Anzeichen fir eine erhéhte Thrombogenitéat, die in der Literatur
als eine der Grenzen des chronischen Gebrauches von Epo beschrieben wird [48], sahen wir
klinisch im Sinne u. a. einer venésen Thrombose nicht. Auch gab es zu keinem Zeitpunkt
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in Hinblick auf die Thrombozytenzahl, den
Quick oder die PTT. Anhand der Blutentnahmen vor und nach den Injektionen konnte die

Kinetik von Epo gut beobachtet werden.
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4 Diskussion

Zusammenfassend spricht unsere Arbeit fir die Effektivitdt der Epo-Therapie. Wir konnten
zeigen, dass Epo pro-angiogenetisch, anti-apoptotisch, anti-fibrotisch, anti-inflammatorisch
und proliferativ auf das rechtsventrikulare Myokard wirkt. Die Verbesserung der Elastizitat
des RV im Rahmen der rechtsventrikularen Druckbelastung lasst sich durch die Wirkung von

Epo vermuten.

4.4 Grenzen der Studie

Die Grof3e der Stichprobe war zur Aussage Uber die Signifikanz in der statistischen Analyse
ausreichend, moglicherweise jedoch zu gering, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.
Die Konduktanzkatheter-Methode ist zur Einschatzung der LV-Volumetrie bereits etabliert,
wird aber fir die Analyse der rechtsventrikularen Funktion in der Literatur kontrovers
diskutiert. Der RV weist durch seine dichte Trabekulation und seine komplexe Geometrie
[122] eine andere Anatomie als der LV auf. Dadurch gestaltet sich die Volumenkalkulation
schwieriger. Dennoch hat sich die Konduktanzkatheter-Methode als aussagekréaftigste
Methode zur differenzierten Funktionsanalyse durchgesetzt [123].

Die herausgestellten Effekte werden Epo als anti-apoptotischer, anti-inflammatorischer, anti-
fibrotischer, pro-angiogenetischer und proliferativer Faktor zugeschrieben. Es fehlt jedoch
der Nachweis von endothelialen Progenitorzellen im Myokard. Dieser Schritt hatte Biopsien
des RV zu unterschiedlichen Zeitpunkten notwendig gemacht, was einen grof3en Einfluss auf
die Morbiditat und Mortalitdt der Versuchstiere gehabt héatte. Daher verzichteten wir auf
diesen Schritt. Dies kann Grundlage weiterer Forschungen sein.

Unsere Arbeit zur Druckbelastung des RV wurde so ausgewahlt, dass eine Ahnlichkeit mit
dem chirurgischen Vorgehen bei angeborenen Herzfehlern bestand. Die klinische Situation

kann in einem experimentellen Studiendesign allerdings nicht zu 100 % nachgeahmt werden.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die rechtsventrikulare Dysfunktion ist eine unabdingbare Folge der chronischen
Druckbelastung des rechten Ventrikels, welche sowohl am nicht-operierten Herzen als auch
postoperativim Rahmen zahlreicher angeborener Herzfehler auftreten kann.

Zielstellung: Ziel der Studie war es, die Effekte der intramyokardialen und systemischen
Injektion von Erythropoetin in einem chirurgischen Modell der chronischen rechtsventrikularen
Druckbelastung zu untersuchen.

Methoden: Es wurden vier Monate alte Lammer in eine Versuchsgruppe (n=10) und in eine
Kontrollgruppe (n=10) verteilt. Jedes Tier wurde zwei Operationen unterzogen. In dem ersten
Eingriff erfolgte die Verengung der Pulmonalarterie in ihrem Stammbereich. In die freie Wand des
rechten Ventrikels wurde in der Versuchsgruppe Erythropoetin in zehn Einzeldosen a 0,1 ml
(insgesamt 1.000 U/kg KGW) intramyokardial injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt Injektionen
isotoner Natriumchloridlésung in gleicher Anzahl und Dosis. In den drei postoperativen Wochen
erhielt die Versuchsgruppe jeweils einmal pro Woche Injektionen mit Erythropoetin (500 U/kg
KGW) subkutan. Nach zwolf Wochen fand die Reoperation statt. Die rechtsventrikulére Funktion
wurde praoperativ, akut postoperativ und nach zwélf Wochen unter Ruhebedingungen und unter
Dobutamin-Stress analysiert. Es erfolgte eine kardiale Magnetresonanztomographie in der
10. Woche postoperativ. Im Rahmen der ersten und zweiten Operation sowie wahrend der
subkutanen Epo-Injektionen wurden Zellen mittels Blutenthnahmen gewonnen, die fur die FACS-
Analyse aufbereitet und mit CD31 und CD34 angefarbt wurden. Nach Abschluss der Versuche
wurden die Herzen explantiert und makroskopisch, mikroskopisch, immunhistologisch sowie
mittels RT-PCR beurteilt.

Ergebnisse: Die Mortalitdt war in beiden Gruppen niedrig. Die Konduktanzkatheter-Messungen
wiesen nach einer chronischen Druckbelastung unter Ruhebedingungen und unter Dobutamin-
Stress auf eine verbesserte Elastizitat in der Versuchsgruppe hin. Die cMRT konnte durch die
durchgefihrten Flussmessungen die Verengung der Pulmonalarterie bestatigen. Unerwinschte
Gewebeformationen wurden im rechtsventrikularen Myokard nicht beobachtet. Die
Immunhistolgie mit CD31 zeigte in der Versuchsgruppe eine signifikante Erhoéhung der
Kapillardichte in der freien Wand des RV (p=0,026), die Proliferationsaktivitat zeigte hier héhere
Werte. Interstitielle Fibrose wurde in der Versuchsgruppe signifikant weniger gemessen (p=0,01).
Die RT-PCR wies auf eine reduzierte Apoptoserate und eine verringerte Entziindungsaktivitat in
der Versuchsgruppe hin.

Schlussfolgerung: Die Konduktanzkatheter-Methode stellt eine zuverlassige und effektive
Methode zur Erfassung von rechtsventrikulaten Driicken und Volumina dar. Die intramyokardiale
und systemische Injektion von Erythropoetin wurde in einem Modell der chronischen
Druckbelastung des rechten Ventrikels das erste Mal durchgefuhrt und zeigt eine Verbesserung
der rechtsventrikularen Elastizitat Uber die Verringerung der interstitiellen Fibrose, die Steigerung
der myokardialen Kapillardichte, die Erhdhung der Proliferationsaktivitdt und die Reduktion der

Apoptose.
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7 Anhang

7.1 Material

7.1.1 Hardware
Hardware Typ Firma
Pulsoxymetrie Nellcor "Oximax "N85 Tyco Healthcare, Pleasanton, California, USA
Beatmungsgerat Excel 210 Ohmeda, Madison, Wisconsin, USA
Elektrokardiographie Sirecust 1261 Siemens, Erlangen, Deutschland
Katheter Druck-Katheter 5F Millar, Houston, Texas, USA
Katheter Volumen-Katheter 5F CD Leycom, Zoetemeer, Niederlande
Druckaufnehmer Millar MPVS 300 EMKA Technologies, Paris, Frankreich

Volumenaufnehmer

Millar PowerLab data-acquisition
Hardware
Magnetresonanztomograph
FACS-Gerat

Sigma 5 DF
Type ITF 16

Avanto (1,5 Tesla)
FACS SCAN flow cytometer

CD Leycom, Zoetemeer, Niederlande
EMKA Technologies, Paris, Frankreich

Siemens, Erlangen, Deutschland
Becton Dickinson, San Jose, California, USA

Zentrifuge

Mikroskop

10er Objektiv

40er Objektiv
Fluoreszenzmikroskop
Kamera

Multifuge 1 S-R

Leica DM IL

Leica C Plan 10 x/ 0,22 PH1
N Plan 40 x / 0,65

Leica DMLB

Leica DFC 420 C

Heraeus, Hanau, Deutschland

Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz
Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz
Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz
Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz
Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz

7.1.2 Software

Software Typ Firma

Herzfunktionsaufnahme- 10X 1.8.3.20 EMKA Technologies, Paris, Frankreich
Software

Auswertungssoftware der ARGUS Siemens, Erlangen, Deutschland

MRTs
gRT-PCR-Software

Software der Kamera

Planimetrie
Bildbearbeitungssoftware
Bildbearbeitungssoftware

SPSS Software Packet
Sigma Stat
Sigma Plot

PSQ™ Assay Design Software
Leica Application Suite Version
2.7.1 R1 [Build: 1384]di

Axio Vision Rel 4.5; Axio Vs40
V4.5.0.0

IM 50, V. 1.20, Leica Release 19

Microsoft Office PowerPoint 2003

Biotage, Uppsala, Schweden
Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz

Carl Zeiss, Hallbergmoos, Deutschland

Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz

Version 15.0
Sigma Stat 3.0
Sigma Plot 9.0

Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA
SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA
Systat Software, Inc., San Jose, California, USA

Systat Software, Inc., San Jose, California, USA

7.1.3 FACS-Analyse

Material

Firma

Priméare Antikdrper

CD31-goat polyclonal IgG

CD34-goat polyclonal IgG

Sekundarer Antikorper

Alexa Fluor® 488-donkey anti-goat IgG

Pipetten (Eppendorf)

Pipettenspitzen fiir 1000 pl, 100 pl, 10 ul (Cellstar R®)
FACS-R6hrchen (Falcon ®)

PFA 4 %

Laminar Luftstrombank (Uniprotect)

Santa Cruz, Santa Cruz, California, USA
Santa Cruz, Santa Cruz, California, USA

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland
Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Ehret, Emmendingen, Deutschland

7.1.4 gRT-PCR

Material

Firma

TRIzol Reagenz

RNeasy Mini Kit

Super Script™II-Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
LightCycler 480 SYBR Green | Master-Kit
High Pure PCR Product Purification Kit

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Basel, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz
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7.1.5 Immunhistologie

Material

Firma

Priméare Antikorper

CD31-goat polyclonal IgG
CD34-goat polyclonal IgG
Sekundarer Antikorper

Alexa Fluor® 488-donkey anti-goat 1gG
Peroxidase-Blocking Reagent
Protein Block

Antibody Diluent

TOPRO 3

FluorSave™ Reagent
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Zitronenséaure-Puffer

Objekttrager

Deckglaschen

Erhitzer und Rihrgerat (MR 3001 K)

Santa Cruz, Santa Cruz, California, USA
Santa Cruz, Santa Cruz, California, USA

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Dako, Glostrup, Danemark

Dako Cytomation, Glostrup, Danemark
Dako, Glostrup, Ddnemark

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Calbiochem, San Diego, California, USA
Zentralapotheke der Universitat Rostock
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland
Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland

7.1.6 Operationsmaterialien

OP-Materialien

Firma

Atemfilter (Hygrobac S)
CO,-Filter-Line

Endotrachealtubus 8.0

ZVK

Thermodilutionskatheter 7.5F
Arterieller Katheter fiir A. radialis (20G)
Absaugkatheter CH16, CH14

Sége, Supercut 723628
Fogarty-Okklusions-Katheter
Combitrans Monitoring Set 1-fach
Combitrans Monitoring Set vends
Combitrans MS Basis arteriell
Brauniile MT Luer Lock
Dauerkantle

Blutentnahmesystem
Polyesterband 3 mm

Skalpell Prézisa Plus Fig. 10, Fig. 11
Omnican Feindosierung 30G x 12
Prolene 5/0-C1

Vicryl 2,0

Silberspray

Absaugschlauch
Saugkopf-LinkYankauer
Einmalspritze, Luer, 5 ml, 10 ml, 20 ml
Sterican 19G x 1%

Sterican 19G x 2

Sterican 22G

Tyco Healthcare, Pleasanton, California, USA
Medtronic, Dusseldorf, Deutschland
Mallinchrodt Medical, Athlone, Irland
ARROW, Reading, Pennsylvania, USA
ARROW, Reading, Pennsylvania, USA
Vygon, Aachen, Deutschland

Dahlhausen, KéIn, Deutschland

C. & E. Fein GmbH, Schwabisch Gmuind-Bargau, Deutschland

Edward Lifescience LLC, Irvine, California, USA
B. Braun, Melsungen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Baxter Healthcare, McGaw Park Illinois, USA
Monovette, Sarstedt, Nirnberg, Deutschland
Atgut GmbH, Markneukirchen, Deutschland
Dahlhausen, KéIn, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Heiland, HLZ Logistik GmbH & Co KG, Gallin, Deutschland
Extrudan®, Birkerod, Danemark

Pennine Health Care, Derby, United Kingdom
B. Braun, Melsungen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
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7.1.7 Medikamente

Wirkstoff

Handelsname

Firma

Erythropoetin
Enrofloxacin
Flunixin-Meglumin
Xylazin

Ketamin

Diazepam

Propofol
Isofluran
Pancuronium
Fentanyl

Dexamethason

Kaliumchlorid

0,9 % Natriumchlorid
10 % Natriumchlorid
HES

lod

Dobutamin
Tierfutter
Penicillin
Streptomycin
Amphotericin

Erypo/Epoetin alpha
Baytril® 5 %

Flunidol®

Rompun 2 %

Ketamin 10 %
Diazepam-ratiopharm® 10
Injektionslésung

Propofol Lipuro 2 %®
Isofluran Delta Select
Pancuronium Delta Select®
Fentanyl®-Janssen 0,5 mg
Dexa-Ratiopharm 4 mg
Injektionslésung
Kaliumchlorid 7,45 %

Infukokll HES 6 %
Braunoderm®
Dobutamin-ratiopharm®
' 50 mg/50 ml

Kraftfutter

Ortho Biotech, Deutschland

Bayer, Vital, Leverkusen, Deutschland
cp-pharma, Burgdorf, Deutschland
Bayer, Vital, Leverkusen, Deutschland
Bela-Pharm, Vechta, Deutschland

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Delta Select, Pfullingen, Deutschland

Delta Select, Pfullingen, Deutschland
Janssen Pharmaceutica, Neuss, Deutschland

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Serumwerk Bernburg, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Leikra, Leipzig, Deutschland

PAA Laboratiories, Linz, Osterreich
PAA Laboratiories, Linz, Osterreich
PAA Laboratiories, Linz, Osterreich
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7.2 Selbststandigkeitserklarung
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7.4 Thesen

1) Das Ziel der Studie war die Beurteilung der Effektivitat der intramyokardialen und
systemischen Applikation von Erythropoetin bei chronischer Druckbelastung des rechten
Ventrikels.

2) Die Druckbelastung des rechten Ventrikels stellt eine ernst zu nehmende Komplikation im
Rahmen von kongenitalen Herzfehlern sowohl am nicht-operierten Herzen als auch
postoperativ dar.

3) Das experimentelle Modell zur chirurgischen Induktion einer Pulmonalarterienverengung
durch Banding ist zur Darstellung der chronischen rechtsventrikularen Druckbelastung
geeignet. Der chirurgische Eingriff ermdglichte die Induktion einer standardisierten
Pulmonalarterienverengung bei allen Tieren, welche durch die Konduktanzkatheter-
Messungen intraoperativ und durch die Kkardiale Magnetresonanztomographie
postoperativ bestatigt wurde.

4) In den Konduktanzkatheter-Messungen nach zwdlf Wochen konnte in der
Versuchsgruppe eine gesteigerte Elastizitat des rechten Ventrikels nachgewiesen
werden. Dies ist ein Ausdruck fir die bessere Anpassung der Herzen an die Belastung
im Vergleich zur Kontrollgruppe.

5) Die Immunhistologie mit CD31 zeigte in der Versuchsgruppe eine signifikante Erhéhung
der Kapillardichte in der freien Wand des rechten Ventrikels. Die erhdhte Kapillardichte
kann eine verbesserte Perfusion des Myokards vermuten lassen.

6) Es wurde zusétzlich eine erhohte Proliferationsaktivitdt und eine signifikante Reduktion
der interstitiellen Fibrose in der Versuchsgruppe beobachtet.

7) Die RT-PCR zeigte Tendenzen mit einer geringeren Expression pro-apoptotischer und
pro-inflammatorischer Gene in der Versuchsgruppe. Der Quotient von Bcl2/Bax als
Apoptose-Index war in der Versuchsgruppe signifikant geringer als in der
Kontrollgruppe.

8) Es ist bekannt, dass Erythropoetin zahlreiche kardioprotektive Eigenschaften besitzt. In
dieser Studie wurde zum ersten Mal weltweit Erythopoetin als regenerative Substanz
intramyokardial in einem chronischen Druckbelastungsmodell fiir den rechten Ventrikel
eingesetzt. So konnten wir auf seine pro-angiogenetische, anti-fibrotische, proliferative,
anti-apoptotische und anti-inflammatorische Effekte nachweisen.

9) Nach den zwolf Wochen zeigten weder die histologischen und makroskopischen
Auswertungen noch die Befunde der Magnetresonanztomographie einen nachteiligen
Gewebeumbau im rechtsventrikularen Myokard durch die Erythropoetin-Therapie. Die
gewahlte intramyokardiale und systemische Applikation von Erythropoetin erweist sich

als sicher.

100



7 Anhang

Wissenschaftliche Publikationen

Beitrage in Zeitschriften:
Yerebakan C, Klopsch C, Niefeldt S, Zeisig V, Vollmar B, Liebold A, Sandica E, Steinhoff G. Acute
and chronic response of the right ventricle to surgically induced pressure and volume overload - an

analysis of pressure-volume relations. Interact Cardiovasc Thorax Surg 2010;10(4):519-25.

Publizierter Abstract:

Yerebakan C, Niefeldt S, Prietz S, Klopsch C, Gébel R, Kaminski A, Goldammer T, Rebl A, Zeisig V,
Boltze J, Vollmar B, Ma N, Liebold A, Sandica E, Steinhoff G. Right ventricular diastolic performance is
enhanced by intramyocardial Erythropoietin administration after surgically induced pressure overload.
Deutsche Gesellschaft flir Thorax-, Herz- und Gefal3chirurgie, 14.-17. Februar 2010; Stuttgart,
Deutschland. Thorac Cardiovasc Surg. 2010;58:Suppl.1:S135.

Wissenschaftliche Preise:

Young Investigators Award fiar Herzchirurgie der Europaischen Gesellschaft fur Herz- und
Thoraxchirurgie 2009: Yerebakan C, Klopsch C, Prietz S, Niefeldt S, Gabel R, Kaminski A, Boltze J,
Vollmar B, Ma N, Sandica E, Liebold A, Steinhoff G. Acute and chronic right ventricular response to

surgically induced volume and pressure overload - Conductance catheterization analysis.

Enst-Derra-Preis 2011 der Deutschen Gesellschaft fir Thorax-, Herz- und GeféaRchirurgie (DGTHG)
fur die Habilitationsarbeit ,Regenerative Therapieoptionen der rechtsventrikuldaren Dysfunktion bei
angeborenen Herzfehlern — Experimentelle Untersuchungen zur Analyse und Behandlung der

postoperativen chronischen Belastung des rechten Ventrikels.“ von Dr. med. Can Yerebakan

Kongressvortrag:

Yerebakan C, Klopsch C, Prietz S, Niefeldt S, Gabel R, Kaminski A, Boltze J, Vollmar B, Ma N,
Sandica E, Liebold A, Steinhoff G. Acute and chronic right ventricular response to surgically induced
pressure and volume overload — Conductance catheterisation analysis. European Society for Pediatric
Research, Oktober 2009, Hamburg, Deutschland.

101





