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Abb. 3.19

Kontrolle von Thrombosierungsprozessen
A-F: Representative HE Gewebefirbungen fiir Gehirn (A), Niere (B), Leber (C), Lunge (D), Milz (E), und
Herz (F) von MI-EPO Tieren 48 Stunden nach MI; Mafstab: Strecke = 200 um
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3.11.2 Histopathologie 6 Wochen nach Myokardinfarkt

In der histopathologischen Begutachtung 6 Wochen nach MI, wurde gezielt nach moglichen
pathologischen Ereignissen geschaut, die durch die direkte, lokale EPO Applikation hitten
induziert werden konnen. Es konnten zwischen den Gruppen MI-EPO und MIC keine
Unterschiede festgestellt werden. In allen Herzen der beiden Gruppen wurde eine ausgeheilte
hypozelluldre Infarktnarbe bei Zustand nach transmuralem Myokardinfarkt des LV
beschrieben. Es konnten keine zusétzlichen pathologischen Substrate innerhalb des Gewebes
des LV von MI-EPO gegeniiber MIC gefunden werden. Wie oben beschrieben, konnten keine
Thromben festgestellt werden. In beiden Gruppen, MIC und MI-EPO, bestanden
Mikrokalzifikationen. In MIC zeigten alle Herzen 6 Wochen nach MI Mikrokalk. In MI-EPO
legten 4 von 6 Herzen Mikrokalk offen. Auffillig und aus pathologischer Sicht sehr
interessant offenbarte die Gewebefirbung dariiber hinaus die Generierung multipler
Knorpelfoci an der Innenseite des LV im Bereich der Infarktnarbe von MIC Herzen (7 von 8,
s. Abb. 3.20) und MI-EPO Herzen (3 von 6). Die Inzidenz von Kalzifikationen ist in seltenen
Fillen bei Kindern mit MI ohne kardiovaskuldre Grunderkrankung berichtet worden. Auch
andere wissenschaftliche Arbeiten im Rattenmodell mit groBem MI konnten die Formierung
von Knochen- und Knorpelgebilde im kollagenreichen Narbenbezirk histologisch nachweisen
[65]. Die anfénglich bestehende Hypothese, Knochen- und Knorpelbildung im infarzierten
Rattenherz sei auf die Transplantation von KM Stammzellen zuriickzufithren, wurde dadurch

widerlegt, da ebenfalls Versuche ohne Zelltranplantation wie auch der unsere diese ektopische

Gewebsbildung im Narbenbereich darstellen. Die lokale EPO Therapie fiihrte demnach nicht
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zu einer Induktion zusitzlicher pathologischer Prozesse.

Abb. 3.20 Histopathologie 6 Wochen nach MI
Representative HE Gewebefirbung eines Herzen der Gruppe MIC 6 Wochen nach MI (Uberblick des
Querschnitts in 2) offenbart Mikrikalzifiationen im Myokard (griine Pfeile in 1) und fokale
kartilaginose Gebilde an der Innenseite der LV Infarktnarbe (schwarze Pfeile in 3); Mafstab: Strecke
=200 um in lund 3; Strecke =2 mm in 2
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4.  Diskussion

Die durchgefiihrte Studie demonstriert erstmals, dass eine einmalige intrakardiale Applikation
von EPO nach MI zu einer signifikanten Hochregulierung des Stammzell-chemoattraktiven
Faktors SDF-1 und zu einer zeitlich darauffolgenden stirkeren Expression der Stamm- und
Progenitorzellzellmarker c-Kit und CD34 fiihrt. Dariiber hinaus ist zu betonen, dass die lokale
EPO Gabe die Anwesenheit proliferierender Zellen im geschidigten Myokard erhohte, eine
Neoangiogenese bewirkte, die InfarktgroBe verkleinerte, das pathologische Remodeling
bremste und die Herzfunktion massiv verbesserte ohne zusitzliche pathologische
Auswirkungen zu induzieren. AuBerdem sind verringerte cTnT Plasmakonzentrationen,
geringere Druckbelastungen im RV und erhohte korperliche Leistungsintensitit von EPO
behandelten Tieren gezeigt worden. Die Ergebnisse konnten eine bessere Lebensqualitit und

eine moglicherweise reduzierte Mortalitiit bei verlingerter Beobachtungsdauer andeuten [54].

4.1  Funktion und Uberleben

Das Experiment verdeutlicht, dass die lokale EPO Therapie nach MI sowohl die Funktion des
LV als auch die des RV verbessert. Auffillig ist die Konstellation, dass bei vergleichbarem
enddiastolischem Volumen des LV in beiden MI Gruppen unter EPO Behandlung ein hoheres
Schlagvolumen und somit eine verbesserte Auswurffraktion generiert wurde. Da die
InfarktgroBe im EPO behandelten LV verringert war, mag die groB3ere Menge an lebendem
Myokard in MI-EPO insbesondere eine Zunahme der Kontraktionskraft mit erhohtem dPdt
max erzielt haben. Dieser Leistungsvorteil der EPO behandelten Herzen konnte die LV
Dekompensation mit vendsem Riickstau iiber den Lungenkreislauf in den RV, die
Entwicklung von pulmonaler Hypertonie und Lungenddem sowie die Entwicklung der
gezeigten RV Hypertrophie in unbehandelten MI Herzen verhindert haben [66]. Diese
Argumentation wird gestiitzt durch die aktuellen Resultate von Palazzuoli et al.. Eine
Behandlung von Patienten mit Herzinsuffizienz bei kardiorenalem Animiesyndrom mit [3-
Erythropoietin (ein EPO-Analog) zeigte eine verbesserte LV Auswurffraktion des Herzens
bevor sich die enddiastolische Ausdehnung und der pulmonalarterielle Druck besserten [67].
Die Aufrechterhaltung der LV Funktion durch systemisch verabreichtes EPO wurde auch in
anderen Arbeiten verdeutlicht [9][10][11][12][13]. Diese tierexperimentellen Arbeiten
konnten ebenso keinen Uberlebensvorteil durch die EPO Therapie wihrend des
Beobachtungszeitraumes feststellen. Dennoch bleibt es erwihnenswert, dass in unserem

Experiment im gesamten Beobachtungsrahmen nur ein einziges Tier unter EPO Behandlung
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nach dem ersten postoperativen Tag starb. Die Studie verweist dariiber hinaus auf die
frithzeitige Reduktion der Plasmakonzentration von ¢TnT, Marker fiir myokardialen Schaden
und erhohtes Langzeitmortalitétsrisiko aufgrund kardialer Ursachen [54], sowie auf die
Wiederherstellung der Kontraktilitit und Elastizitit des LV, die Verbesserung der
Belastungsbedingungen im RV und ein begrenztes pathologisches Remodeling nach lokaler
EPO Behandlung. Fine Studie mit verlidngerter Beobachtungszeit konnte die Reduktion der
Langzeitmortalitidt des MI durch frithe lokale EPO Therapie infolge verringerten sekundéren

Herzversagens aufzeigen.

4.2  Aktivitit

In gewisser Beziehung zur globalen Herzfunktion steht die physische Aktivitit des Tieres.
Verschlechtert sich die Auswurfleistung des Herzens so verringert sich die Oxygenierung
aller durchblutungsabhingigen Organe des Korpers. Der ,,Forced swim test™ findet vielfach
Anwendung in Kleintierstudien. Anhand Aktivitdtsunterschiede von Versuchstieren wird die
Wirkung anti-depressiver Wirkstoffe erforscht [68]. Dieser Test wurde an die experimentellen
Bedingungen angepasst, da in diesem Versuch medikamenten oder genetisch induzierte
psychotische Storungen weder verursacht noch kontrolliert werden sollten. Wir konzentrierten
unsere Aufmerksamkeit auf die Intensitidt der Aktivitdt, d.h. auf die Anzzahl der vom Tier
unternommenen Spriinge sowie auf die Hohe dieser Spriinge wihrend einer Zeiteinheit.
Auffillig ist der kontinuierliche Riickgang der Aktivitit und Sprunganzahl in allen Gruppen,
sowie die Indifferenz in der Aktivitit zwischen allen Gruppen zu den Zeitpunkten 48 Stunden,
96 Stunden und 7 Tage post infarktem. Diese Phinomene mogen an zwei Dingen liegen. Zum
einen konnte die permanente Kifighaltung zu einer kontinuierlichen Abnahme der
Aktivitétsbereitschaft gefiihrt haben. Zum anderen muss die Halbwertszeit des Analgetikums
Buprenorphin (2-5 Stunden) in Betracht gezogen werden [69]. Die Erstoperation beinhaltete
in allen Gruppen (auch in Sham) eine Thorakotomie, die zu schweren Schmerzen postoperativ
fiihrt. Wéhrend der ersten 24 Stunden wird die Analgesie mit dem Opiodderivat ausreichend
gewesen sein, doch wihrend der Wundheilung in den nachfolgenden Tagen konnte der
Schmerz moglicherweise nicht ausreichend mit Metamizol unterdriickt werden. Das an
Schmerzen leidende Tier konnte mit Sicherheit nicht seine volle Leistungsfihigkeit am
zweiten, vierten und siebten postoperativen Tag entwickeln. Dennoch konnte die lokale EPO
Therapie 6 Wochen nach Erstoperation eine Verbesserung der physischen Leistungsfihigkeit
bei den Ratten mit MI aufzeigen. Dies fiihrt zu der Annahme, dass moglicherweise die

gesamte Korperperfusion durch die lokale EPO Therapie verbessert wurde.
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Zur Steigerung der korperlichen Aktivitit in MI-EPO Tieren zum Zeitpunkt 24 Stunden post
infarktem konnen nur Spekulationen angestellt werden. Zunidchst sei erwihnt, dass die
Aktivitdt dieser Tiere bereits im Kifig augenscheinlich deutlich besser war als die Aktivitit
der MIC Tiere. Eine mogliche Ursache konnte die erwihnte antiapoptotische Wirkung von
EPO sein [26][27][28][29]. Diese bewirkt innerhalb der ersten 24 Stunden nach MI eine
erhebliche Reduktion des Zellverlusts im Herzen. Dafiir spricht auch, dass am zweiten Tag
postoperativ in der Gruppe MI-EPO kein Tier verstarb. Desweiteren fiihrt die Induktion von
eNOS nach EPO Applikation, wie oben dargestellt, zur Produktion von NO. NO ist ein
Vasodilatator. In unserem Modell ist von einem systemischen Effekt von EPO aufgrund des
hohen Plasmaspiegels auszugehen. Es ist denkbar, dass eine Mehrperfusion der Muskulatur

eine Leistungserhohung ermoglichte. Dennoch bleibt dieses Resultat diskussionswiirdig.

4.3 Risiken der EPO Behandlung und Vergleich zur systemischen Applikation

Kiirzlich zeigten zwei unabhéngigen Studien, dass die EPO vermittelte Kardioprotektion
moglicherweise dosisabhédngig ist, wobei hohere Dosen von Darbepoetin-a, ein EPO-Analog,
bessere Protektion gegen LV Wandausdiinnung und Funktionsversagen bieten als niedere
Dosen [70][71]. Dem gegeniiber kann eine lingere EPO Anwendung unerwiinschte
Wirkungen auf den Hkt haben, was zur Beeintrichtigung der Blutflusseigenschaften durch
Polyglobulie fiihrt. Dies kann eine vaskuldre Thrombosierung verursachen und zu mitunter
erhohter Mortalitét beitragen [7][72]. Unsere Studie dokumentierte die Zellmobilisierung von
fast allen hidmatopoetischen Zelllinien 48 Stunden nach EPO Applikation. Dieses
hiamatopoetische Potenzial von EPO muss gesondert betrachtet werden, wenn es Patienten
tiber einen verldngerten Zeitraum verordnet wird. Daher betont unsere Arbeit, dass die
einmalige lokale EPO Applikation weder zu zeitweiliger Hypertension, noch zu langfristig
gesteigertem Anteil des zelluldren Blutkompartiments, noch zu vaskuldrer Thrombosierung in
Gehirn, Niere, Lunge, Leber, Milz und Herz fiihrte. Nicht zu vergessen bleibt jedoch der
Unterschied zwischen Mensch und Ratte und, dass dem MI keine Grunderkrankung voran
ging (= Tiermodell), wie es durch die ektopische Formierung von Mikrokalk und
Knorpelgebilden widergespiegelt wurde [65]. Dem MI des meist dlteren Menschen geht fast
immer die KHK voran, eine Grunderkrankung, deren vaskuldre Gerinnungskomplikation den
eigentlichen MI verursacht. Dennoch konnte die intrakardiale Applikation von EPO alternativ
zur systemischen Gabe empfohlen werden, da die Wirkdosis fiir eine effektive
Kardioprotektion moglicherweise reduziert werden konnte und so Nebenwirkungen durch

langfristige systemische Gaben moglicherweise reduziert wiirden.



Diskussion 76

4.4  Modifikationen im Infarktheilungsprozess induziert durch lokale EPO Therapie

Die zugrunde liegenden Mechanismen, durch die die intrakardiale Injektion von EPO zur
Verbesserung der Herzfunktion nach MI gefiihrt hat, konnten nicht vollstindig aufgeklért
werden. Es gibt mehrere Faktoren, die beigetragen haben konnen: (1) Die erhohte
Kapillardichte konnte einen Teil des Myokards vor dem Untergang bzw. dem Remodeling
bewahrt haben; (2) Die Mobilisierung und Rekrutierung von ¢-Kit" und CD34" Stamm- und
Progenitorzellen war verstérkt; (3) Die SDF-la. Hochregulierung 24 Stunden nach MI
induzierte die frithe Rekrutierung von Stamm- und Progenitorzellen zum Infarktherzen, was
zumindest teilweise zur kardialen Regeneration beigetragen haben konnte; (4) Zusitzlich
haben EPO vermittelte proliferative, entziindungshemmende und protektive Prozesse
wahrscheinlich den myokardialen Schaden, das pathologische Remodeling und die

Infarktnarbenbildung begrenzt .

4.4.1 EPO vermittelte Angiogenese

Angiogenese, vermittelt durch systemische EPO Applikation, konnte in Studien gezeigt
werden [30][33]. Auch die lokale EPO Therapie zeigt angiogenetischen Effekt. Sowohl im
Grenzbereich des Infarkts 1 Woche nach MI als auch im Grenzbereich und im von der Narbe
entfernt gelegenen Gewebe des interventrikuldren Septums 6 Wochen nach MI war die
GefiBdichte erhoht. Die zugrunde liegenden Prozesse mogen zum einen in einem verringerten
Remodeling mit verringerter Hypertrophie zum anderen in der direkt angiogenetischen
Wirkung von EPO begriindet sein. Sowohl die Bildung von eNOS als auch von VEGFR-2
wurde bereits in der Akutphase nach MI durch EPO induziert. eNOS und VEGFR-2 sind
essenziell fiir das Uberleben und die Proliferation von Endothelzellen [33][35][36]. Dariiber
hinaus war die mRNA des Zellzyklus Wiedereintrittsmarkers CdK4 ebenfalls 24 Stunden
nach MI durch lokale EPO Therapie induziert worden. Der Wiedereintritt in den Zellzyklus
durch Endothelzellen stellt eine wichtige Quelle der Angiogenese dar [47]. Auffillig ist, dass
die mRNA von VEGFR-2 und CdK4 nur zum Zeitpunkt 24 Stunden und nur in der NIZ
hochreguliert waren und auch eNOS zum Zeitpunkt 24 Stunden in der NIZ am stérksten
exprimiert wurde. Weitere Untersuchungen sind notwendig um den Einfluss von EPO auf den
Wiedereintritt adulter Zellen, insbesondere von Endothelzellen, in den Zellzyklus deutlicher
darzustellen. Nicht zu vergessen ist die unter lokaler EPO Therapie stattgefundene erhohte
Mobilisierung mononukleérer Zellen in der Akutphase. EPC konnen sowohl aus CD34"
und/oder CD133" HSC als auch aus peripheren mononukleiren Zellen des Blutes und CD14"

Monozyten hervorgehen und sich an der Vaskulogenese beteiligen [42].
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4.4.2 EPO vermittelte Stammzellmigration

Die EPO vermittelte gerichtete Wanderung von Stamm- und Progenitorzellen war in
besonderer Weise wichtig fiir diese Studie. Das SDF-1/CXCR4 Ligand/Rezeptor Paar spielt
eine entscheidende Rolle innerhalb der Prozesse der Stammzellmigration [73][74]. Wihrend
der Ontogenese verbleiben friithe CXCR4" TCSC im normalen Knochenmark. CXCR4" HSC,
auch positiv fiir c-Kit oder CD34, und TCSC des KM konnen einem SDF-1 Gradienten
folgen, werden in das periphere Blut mobilisiert und nehmen an Angiogenese und
Wiederherstellung der kardialen Funktion teil [44][75][76][77]. Dariiber hinaus konnte eine
weitreichende Uberlappung in der Expression hidmatopoetischer und endothelialer Marker
gezeigt werden, was auf eine enge Entwicklungsverwandtschaft zwischen HSC und EPC
zuriickschlieBen ldsst [78][79][80][81]. Solche Stamm- und Progenitorzellen des KM sowie
der Zirkulation konnen bei Transplantation in ischamisches Myokard aktiv an Vorgéngen der
Neovaskularistaion teilnehmen [82][83][84][85]. Einige aktuelle Arbeiten demonstrieren,
dass EPO EPC des KM mobilisieren [86][87][88] und die adhidsiven FEigenschaften
zirkulierender EPC erhohen kann [89]. Ob EPO eine zielgerichtete Rekrutierung zum Ort der
ischimischen Schiddigung zu induzieren vermag, ist bislang unzureichend geklirt. Diese
Studie zeigt erstmalig einen starken Beweis fiir eine frithzeitige, zeitlich begrenzte
Hochregulierung von SDF-1 in EPO behandelten Infarktherzen. Die FACS Analyse sowie die
immunbhistologischen Untersuchungen erbrachten weitere Beweise fiir eine EPO vermittelte
frithe Mobilisierung von c¢-Kit" und CD34" Stamm-und Progenitorzellen in das periphere Blut
am ersten postoperativen Tag und eine signifikante Erhohung der Zelldichte c-Kit™ und
CD34" Zellen im Infarktgewebe am zweiten postoperativen Tag. Die Ergebnisse und Bilder
konnen neben weiteren Resultaten in den zur Studie gehorigen Veroffentlichungen
nachgeschaut werden (siehe vorn: ,, Teile dieser Arbeit wurden verdffentlicht*). Demzufolge
zeigte die SDF-1 Hochregulierung eine enge Beziehung zur Mobilisierung ins periphere Blut
und zur Anwesenheit im Infarktgewebe von c-Kit" und CD34" Stamm- und Progenitorzellen.
Aus diesem Grund liegt nahe, dass intrakardial appliziertes EPO eine zum geschidigten
Herzen zielgerichtete Stammzellmobilisation induzieren konnte, wo eine erhohte Anzahl von
Stammzellen durch biologische und biochemische Prozesse zum Erhalt und Wiederaufbau

von funktionellem Herzgewebe beitrigt.
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4.4.3 EPO vermittelte Kardioprotektion

Die molekularen Mechanismen, die mit der EPO vermittelten Kardioprotektion assoziiert
sind, konnten nicht zufrieden stellend analysiert werden. Die beobachteten Anstiege in der
Expression der mRNA des pro-survival Gens Akt und dessen untergeordneten Zielgens eNOS
24 Stunden nach MI in EPO behandelten Tieren konnten moglicherweise eng assoziiert mit
den protektiven Effekten des Glykoproteins sein. Diese FErgebnisse sind auch in
Ubereinstimmung mit ilteren Verdffentlichungen, in denen EPO die PI3-Kinase und die Akt
Signalkaskade aktiviert [90], sowie mit kiirzlichen Veroffentlichung, in denen beschrieben
wird, dass eNOS von grofler Wichtigkeit fiir sowohl Zellprotektion [34] als auch die SDF-1
vermittelte Chemoattraktion von c-Kit" Stammzellen ist [91].

Dariiber hinaus zeigten sich sowohl die systemische Entziindungssituation zum Zeitpunkt 24
Stunden nach MI in EPO behandelten Tieren als auch die lokale Entziindungssituation sowohl
akut als auch postakut im EPO behandelten Infarktherzen gehemmt. Die verringerte Zahl
zirkulierender Neutrophiler frith nach MI und die verringerte Expression von TNF-a akut und
postakut und von CD18 postakut im kardialen Gewebe verdeutlichen den protektiven
Charakter von EPO.

Daneben wies eine deutliche Reduktion der Plasmakonzentration von Infarktmarker ¢TnT
zwei Wochen nach MI in EPO behandelten Tieren, bei sonst gleicher Konstellation der
Infarktmarker CK und CKMB in den Infarkttieren, auf eine langfristig verringerte
myokardiale Schiadigung in den EPO behandelten Tieren hin. ¢TnT ist ein Marker, der in
positiver Korrelation zum Myokardschaden steht [54]. Die Funktionsverbesserungen des LV
und RV 6 Wochen nach MI sind moglicherweise Ausdruck der frithzeitigen Verringerung des
Myokardschadens sowie einer langfristig zu erwartenden verbesserten Herzfunktion mit
moglicherweise verbessertem Langzeitiiberleben des Gesamtorganismus durch lokale EPO
Therapie.

Ein besonderes Problem stellt die gehduft mit der EPO Applikation auftretende Hypertension
im Systemkreislauf dar [7]. Der systemische arterielle Blutdruck ist sowohl von der Inotropie
des Herzens als auch von Variablen im peripheren Gefidf3system abhiingig. Wihrend in der
Peripherie die Empfindlichkeit des arteriellen Netzwerks bei der Regulation des Blutdrucks
gegeniiber lokalen metabolischen Einfliissen und rezeptorabhingigen Agonisten
(Noradrenalin, Histamin, Vasopressin u.a.), dem lokalen schubspannungsabhingigen
Mechanismus sowie dem lokalen Mechanismus der myogenen Antwort ansteigt, ist der
Aortendruck stirker von anderen Faktoren abhingig. Der Blutdruck wird hier eher vom

Gefiltonus, der sich aus basalem und neurogenem Tonus zusammensetzt, und von der
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Auswurfleistung des Herzens bestimmt, wobei man aber auch hier obengenannte Faktoren der
peripheren Durchblutungsregulation nicht auer Acht lassen kann. Das periphere Gefidlinetz,
insbesondere der arterielle Schenkel, ist maligeblich beteiligt an der Regulation des gesamten
GefiaBwiderstandes. Dariiber hinaus spielt auch der vendse Schenkel, mit den Hohlvenen im
Besonderen, eine wesentliche Rolle fiir das Ausmalf} der Vorlast des Herzens, welches nach
Starling wiederum die Hohe des Schlagvolumens beeinflusst [53]. Die in dieser Studie
gefundene Erhohung des systemischen Blutdrucks in der EPO behandelten Gruppe war
keineswegs abnormal. Es handelte sich um eine moderate Steigerung des Blutdrucks am
zweiten postoperativen Tag unterhalb der Blutdruckwerte von gesunden Ratten (Pmean liegt
hier bei 101,83 + 3,18 mmHg; erhoben in gesunden, unbehandelten Ratten gleicher Rasse und
gleichen Alters; Daten einer anderen Studie). Diese Abweichung des systemischen Blutdrucks
nach oben in den EPO behandelten Tieren kann vielfiltige Ursachen haben. FEin
Zusammenhang zwischen dem Anstieg des Hkt von 45 % ohne EPO Behandlung auf 50 %
mit EPO Behandlung und dem Anstieg des systemischen Blutdrucks in sonst normotensiven
Ratten ist nicht auszuschlieBen, doch andere Studien zeigen, doch zu meist erst stirkere Hkt
Anstiege himodynamisch wirksam werden [92][93][94]. Eher kann an eine positiv inotrope
Wirkung von EPO gedacht werden, da eine Steigerung des Gewebe-c-AMP im Herzmuskel
nach systemischer EPO Gabe bereits beschrieben wurde [32]. Daneben entfaltet TNF-a eine
negativ inotrope Wirkung [23]. Die auffillige Konstellation eines gesteigerten systemischen
Blutdrucks im Arcus aortae und die verringerte Expression von TNF-a speziell lokalisiert im
muskuldren Nichtinfarktbereich des Herzens 48 Stunden nach MI ldsst an eine EPO
vermittelte Hemmung des negativ inotrop wirksamen Effekts von TNF-o denken. Weitere

Untersuchungen sind notwendig um dieses Phinomen urséchlich erkldren zu kénnen.
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4.4.4 EPO vermittelte kardiale Proliferation

Ein weiteres zentrales Resultat unseres experimentellen ,Set-Up“ hebt die erhohte
Anwesenheit Ki-67" Zellen im Grenzbereich des Infarkts friih nach lokaler EPO Therapie
hervor. Parallel fand sich eine Hochregulierung der mRNA von Proliferationsmarker CdK4
im Nichtinfarktgebiet. Weiterfithrende Real-Time PCR Analysen von wissenschaftlichen
Angestellten des FKGO zeigten gleichzeitig induzierte Gene von Cyclin D1 und die Cdc2
Kinase im Infarktbereich von EPO behandelten Tieren.

Die vermehrt proliferierenden Zelltypen konnten in dieser Studie nicht eruiert werden.
Fibroblasten, Endothelzellen, Entziindungszellen sowie Stamm- und Progenitorzellen
proliferieren hauptsidchlich wéhrend der Tage 2 bis 14 nach MI im Bereich der ischdmischen
Schidigung in Kleintieren [17]. Die Daten unseres Laboratoriums indizieren eine durch lokale
EPO Therapie induzierte gesteigerte Mobilisation von c-Kit" und CD34" Zellen ins periphere
Blut sowie deren vermehrte Rekrutierung zum infarzierten Herz. Ergebnisse anderer
wissenschaftlicher Gruppen dokumentierten, dass EPO die proliferativen Eigenschaften
solcher zirkulierender EPC steigert [89] und die ERK im Myokard aktiviert [95]. Desweiteren
vermittelt EPO die endotheliale Zellproliferation in einer VEGF abhingigen Weise [96]. Die
hier beschriebene EPO vermittelte Neoangiogenese eine Woche nach MI impliziert eine friihe
Proliferation von Endothelzellen oder die Proliferation und Differenzierung von endothelialen
Vorldufern [71]. Es lédsst sich daher spekulieren, dass Endothelzellen oder ihre Vorldufer eine
der Hauptpopulationen sind, die zur erhohten intrakardialen Proliferation beigetragen haben
konnten. Auch die Uberexpression von eNOS, provoziert durch direkte EPO Gabe, konnte
teilweise zur deutlichen, schnellen Angiogenese im Myokard beigetragen haben [97].

Dariiber hinaus scheint EPO fihig zu sein die Proliferation und Differenzierung von
Myoblasten zu regulieren [98] und den Grad der Proliferation in embryonalen
Kardiomyozyten zu heben [99]. Ahnliche Effekte von EPO auf residente kardiale
Stammzellen und adulte Kardiomyozyten sind denkbar, konnten jedoch noch nicht gezeigt
werden. Auflerdem muss im Hinblick auf die kardiale Morphogenese der essentiellen Rolle
von EPO als Proliferation regulierendes Hormon besondere Aufmerksamkeit gewidmet
werden [100]. Das Glykoprotein EPO ist demnach moglicherweise ein potenter Induktor von
Proliferationskaskaden im ischimisch geschidigten Herz. Mit Bezug zum dhnlichen Ausmaf}
der myokardialen Schiddigung in beiden MI Gruppen 48 Stunden nach MI trug die durch
lokale EPO Therapie vermittelte kardiale Proliferation vielleicht zu beschleunigter kardialer

Regeneration und verbesserter Aufrechterhaltung der kardialen Gewebestruktur bei.
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4.4.5 EPO begrenzt pathologisches Remodeling

Das durch die intramyokardiale Injektion von EPO induzierte verbesserte kardiale
Remodeling war ein weiterer Hauptfokus dieser Arbeit. Von hoher Bedeutung ist, dass die
einmalige lokale EPO Applikation direkt nach MI die Apoptoserate der Kardiomyozyten spét
nach MI-Abheilung im gesamten Myokard reduziert. Ahnliche zytoprotektive Effekte
konnten fiir verschiedene therapeutische Agenten wie ACE Inhibitoren, ATII Rezeptor
Antagonisten oder Kallikrein berichtet werden [101][102][103][104]. Die Signalwege der
EPO vermittelten Zytoprotektion sind, soweit verstanden, bereits beschrieben worden. Die
friihe Begrenzung von Kardiomyozytenapoptose nach systemischer EPO Gabe bei MI ist
bekannt [10][29][70][71]. Weiterhin deutet die verminderte Anzahl apoptotischer Kerne im
Myokard spit nach MI, gefunden von Nishiya et al., auf einen anhaltenden Effekt von EPO
gegen Kardiomyozytenverlust hin [30]. Desweiteren konnten wir eine verringerte
Hypertrophie und interstitielle Fibrose des LV sowie eine reduzierte Hypertrophie des RV, als
Zeichen verringerter Dekompensation des LV, nach lokaler EPO Therapie dokumentieren.
Zusammengefasst reflektieren diese Resultate, dass die intramyokardiale EPO Administration
moglicherweise sofort Kaskaden zur Protektion des Myokards induziert und das regenerative
Potenzial des Herzens aktiviert. Die dadurch bewirkten positiven Effekte mogen ein

vorteilhafteres Remodeling nach MI gefordert haben.

4.5  Residente kardiale Stammzellen

Ungeachtet der gefundenen Ergebnisse, kann weder die exakte Rolle von EPO auf endogene
residente CSC erkldart werden, noch konnen die Ergebnisse bzgl. der Chemoattraktion
exogener Stamm- und Progenitorzellen vollstindig von dieser Rolle abgegrenzt werden. EPO
hat gezeigt, Proliferation und Differenzierung von embryonalen und adulten neuronalen
Stammzellen regulieren zu konnen [105]. Sowohl exogene Stammzellen als auch adulte CSC
konnen positiv  fiir c-Kit und gewebespezifische Marker sein [43]. Beide
Stammzellpopulationen sind multipotent und unterstiitzen die myokardiale Regeneration
[40][41][42][43][106]. Demnach scheint es nachvollziehbar, dass intrakardial appliziertes
EPO auch die Proliferation und Differenzierung von CSC induzieren konnte. Weitere Studien

sind notwendig um diese Hypothese zu stiitzen.
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4.6  Regulation der EPO Signaliibertragung auf die Zelle

Interessanterweise war die mRNA von SOCS1 und SOCS3, Immunregulatoren die die EPO
vermittelte intrazelluldre Signalkaskade hemmen, in den EPO therapierten Herzen kurz nach
MI reduziert exprimiert. Dieses Ergebnis setzte sich bis in die Postakutphase fort. In
Ubereinstimmung mit anderen Studien der systemischer EPO Administration bei MI [12]
konnten quantitative Real-Time PCR Analysen eine Hochregulierung des EPO-R auch in
unserem Versuchsaufbau sofort nach MI nachweisen. Li et al. gehen davon aus, dass die
EPO-R Expression unabhingig von der gewihlten Applikationsform des EPO ist. Die in
unserer Studie wahrscheinlich relativ hohe lokale Konzentration von EPO hatte daher
anscheinend keinen gegenregulatorischen Effekt auf die de-novo Synthese des EPO-R.
Mogliche Mechanismen einer negativen Riickkopplung sind bereits beschrieben worden
[56][57][58][59][60][61][62][63][64]. Jegalian et al. erkliren, SOCS1 und SOCS3 sind
Immunregulatoren, werden in den Zellen der Hidmatopoese nach Stimulation durch EPO
hochreguliert und hemmen die EPO vermittelte intrazelluldre Signaliibertragung durch
Hemmung der Jak 2 Kinase Aktivitit und Hemmung von STATS. Unsere Ergebnisse zeigten
jedoch eine deutliche Reduktion der intrakardialen mRNA Expression von SOCS1 und
SOCS3 ab dem zweiten postoperativen Tag durch lokale EPO Therapie. Im Umkehrschluss
konnte dies bedeuten, dass EPO im Herz die Antagonisten der eigenen
Informationsiibertragung selbst hemmt und es in der Folge zur Hochregulierung des EPO-R
kommt. Wie dem auch sei, die Regulation der Expression des EPO-R sowie der EPO
vermittelten Signaliibermittlung in das Zellinnere im Herz und in anderen Geweben scheint
sich von der im hdmatopoetischen System zu unterscheiden [12][107]. Es bedarf auch hier
weiterer Untersuchungen zur Klidrung der Regulatoren, die moglicherweise EPO selbst neben

Hypoxie- und Entziindungsmarkern beinhalten.



Diskussion 83

4.7  Grenzen der Studie und Anmerkungen

Zunichst sei erwihnt, dass diese Studie keineswegs den Anspruch auf Vollstindigkeit in den
Ausfithrungen zur intrakardialen Wirkung von EPO nach kiinstlicher Induktion eines MI
verfolgt. Vielmehr wirft diese Arbeit neue Fragen auf und gibt Anlass zur detaillierteren
Aufkldrung molekularer Mechanismen von EPO.

Desweiteren ist ein entscheidender limitierender methodischer Faktor ersichtlich. Im obigen
Versuchsaufbau wurde EPO einmalig lokal, hochdosiert (stets 3000U/kg) appliziert, ohne auf
mogliche Unterschiede bzgl. dosisabhingiger Wirkungsverdnderungen einzugehen. Diese
Studie wurde derartig konzipiert, da davon auszugehen ist, dass erhthte Dosen von EPO zu
dessen Wirkungsverbesserung nach ischamischem Schaden beitragen konnten [70][71].
Dariiber hinaus erlaubte das Design die Kontrolle der Hypothese, ob EPO zu einer direkten
Thromboseinduktion fiihrt. Nach obigen Ergebnissen kann in der gesunden Ratte mit
isoliertem Myokardinfarkt ohne vaskuldre Grunderkrankung eine direkte Tromboseinduktion
in den GefidBen von 6 wichtigen Organen ausgeschlossen werden.

Letztere Feststellung verdeutlicht eine weitere Limitation. Dem kiinstlich induzierten MI ging
keine arteriosklerotische Grunderkrankung voran, weshalb die Ergebnisse und auch die
Ubertragbarkeit dieser auf den erkrankten Patienten grundsitzlich in Frage gestellt werden
miissen. Dennoch ist dieses Modell geeignet, wesentliche Prozesse nach akuter myokardialer
Ischdmie néher zu betrachten und mogliche Beeinflussungsmechanismen durch Chemokine
aufzudecken [108][109].

Dariiber hinaus wird aufgefallen sein, dass die Ergebnisse der mRNA Analysen des
Zeitpunktes 6 Wochen nach Erstoperation nicht présentiert wurden. Mechanismen, die die
Infarktheilung wesentlich beeinflussen, laufen insbesondere wihrend der ersten Woche post
infarktem ab [19][20]. Sind das ischdmische Gewebe verloren und das Granulationsgewebe
gebildet, wird das erkrankte Areal durch eine akinetische Narbenregion ersetzt. Molekiile und
Methoden, die den Verlust von funktionellem Gewebe verringern und die Heilung
beschleunigen, konnten den Gesamtheilungsprozess positiv beeinflussen [17][18]. Aus
diesem Grund konzentrierte die aktuelle Studie das Interesse auf die Frithphase nach MIL.
Davon entfernt sei erklért, dass die Ergebnisse fiir alle analysierten mRNA Molekiile so
priasentiert wurden, dass Unterschiede zwischen den Gruppen mit MI moglichst
nachvollziehbar waren und Schlussfolgerungen dem Grundsatz der Eindeutigkeit folgten.
Folglich blieben einzelne Ergebnisse zugunsten der Verstdndlichkeit der Gesamtarbeit

unerwahnt.
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Zuletzt sei ein sehr wichtiger Sachverhalt beschrieben. In dieser Arbeit wurden die Ergebnisse
der mRNA Analysen von Tieren der Gruppe Sham nicht gezeigt. Zum einen fiihrt dies zur
Verbesserung der Ubersichtlichkeit und zur Verdeutlichung der Unterschiede im
Infarktgeschehen. Zum anderen ist die Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen mit MI und
Sham nur eingeschrinkt gegeben. Sobald zwischen zwei zu untersuchenden Gruppen zwei
oder mehr methodische Unterschiede bestehen, ist nicht mehr eindeutig nachzuvollziehen auf
welchen methodischen Unterschied Ergebnisunterschiede zwischen den Gruppen beruhen.
Die Gruppen Sham (kein MI; 0,9% NaCl Injektion) und MI-EPO (MI; EPO Injektion)
unterschieden sich in zwei methodischen Variablen. Aus diesem Grund haben wir in
Ergidnzungsversuchen den Effekt der intramyokardialen Injektion zum Zeitpunkt 24 Stunden
nach Erstoperation in gesunden Ratten anhand des Molekiils TNF-a untersucht (s. Abb. 4.1).
Es ist ersichtlich, dass sowohl die Kombination MI und intramyokardiale Injektion als auch
die intramyokardiale Injektion isoliert zur de-novo Synthese TNF-o fithren. Die
intramyokardiale Injektion physiologischer Kochsalzlosung in der gesunden Ratte induziert
demnach im Herzgewebe eine Entziindungsreaktion, dessen Auswirkungen noch nicht
verstanden sind. An diesem Beispiel wird klar, dass die Ergebnisse der mRNA Analysen in
MIC nicht eindeutig dem Infarktgeschehen zugeordnet werden konnen. Um die Wirkungen
von EPO im Infarktgeschehen eindeutig interpretieren zu konnen, miissen die Ergebnisse aus
der Gruppe MI-EPO allein mit den Ergebnissen in MIC verglichen werden, da sich diese

Gruppen nur im Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein des EPO in der Injektion

unterscheiden.
1.0
<0.001
0.001 . 0.001 ) . A

§0.8 0001 <0001, = A — unbehandeltes, gesundes Tier ohne operativen Eingriff
g E E B — gesundes Tier mit linksanteriorer Thorakotomie
[ C — gesundes Tier mit linksanteriorer Thorakotomie und
20.6 intramyokardialer Injektion von 0,9% NaCl-L&sung (=Sham)
'-':-' D — gesundes Tier mit Sham-Operation und intramyokardialer
8 EPO Applikation (3000U/kg)
o 0.4 - 0.360 E E E — Tier mit permanenter LAD-Okklusion und intramyokardialer
2 . Injektion von 0,9% NaCl-Lésung (=MIC)
% - L] F — Tier mit permanenter LAD-Okklusion und intramyokardialer
@ 0.2 A EPO Applikation (3000U/kg; =MI-EPO)

0.0 :

A B (¢} D E F

Abb. 4.1 Effekte der intramyokardialen Injektion und Auswirkungen auf die Vergleichbarkeit
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4.8  Ausblick

Zahlreiche Studien verdeutlichen, dass die Myokardnekrose wihrend der ersten 6 Stunden
nach MI rapide fortschreitet [110][111] und eine schnelle Reperfusion innerhalb dieses engen
Zeitfensters die frilhe Mortalitdt signifikant zu senken vermag [112]. Die sofortige
systemische Applikation von EPO innerhalb dieses therapeutischen Fensters reduziert die
InfarktgroBe und verbessert die Herzfunktion [113][114]. Erste klinische Studien der Phase II
beginnen bereits unter Verwendung der systemischen Applikation von EPO nach akutem
Koronarsyndrom. Daher konnten die transepikardiale intramyokardiale Injektion wihrend
einer Notfall-CABG Operation oder die transendokardiale intramyokardiale Administration
wihrend einer PTCA Intervention nach akutem MI optimale priklinische Experimente fiir die
lokale EPO Therapie darstellen. Dariiber hinaus konnte deren kardioregeneratives und
zytoprotektives Potenzial vorteilhaft wihrend oder nach kardiovaskuldren chirurgischen
Eingriffen sein, die mit entziindlicher oder ischdmischer Myokardschidigung, mit
Zeitintervallen unter Herzlungenmaschine oder mit Herzstillstand einhergehen. Davon
entfernt konnten die Daten dieser Arbeit kontroverse Diskussionen iiber das Potenzial einer
Revaskularisierung des Myokards in Patienten mit ischdmischer Kardiomyopathie mittels
intramyokardialer EPO Therapie generieren.

Die friihe Rekanalisation der okkludierten Koronararterie mittels interventioneller PTCA und
Stentimplantation oder operativer CABG bei Hauptstammstenose der linken Koronararterie,
proximaler RIVA Stenose oder der symptomatischen Drei- und Zweigefiderkrankung ist
momentan die beste klinische Moglichkeit der Behandlung eines akuten MI. Die klinische
Bedeutung dieser Studie steht in Beziehung zur Tatsache, dass effektive pharmakologische
Agenten wie EPO, die wihrend Koronarinterventionen oder Herzoperationen verabreicht
werden konnten um Herzgewebe zu schiitzen und Stammzellen zu aktivieren, #duflerst
wiinschenswert sind. Aus diesem Grund haben die Ergebnisse dieser Arbeit offensichtliche
translationelle Ansatzpunkte fiir die interventionelle und operative Versorgung von Patienten

mit akutem Koronarsyndrom oder ischdmischer Myokardschddigung.
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5.  Zusammenfassung

Aktuelle Berichte weisen darauf hin, dass EPO das Myokard vor ischdmischer Schidigung
beschiitzt und zur Induktion von kardialen Heilungsprozessen fiihrt. Diese Studie untersuchte
die therapeutische Effizienz einer einmaligen intramyokardialen EPO Injektion und die durch
EPO vermittelten Prozesse, die zur Verbesserung der Herzfunktion nach akutem MI
beitragen. In einem Ratten Modell konzentrierte sich das Interesse auf die
Stammzellrekrutierung ins Herz, die intrakardiale Zellproliferation, das myokardiale
Remodeling sowie die kardiale Protektion und Regeneration. Gleichzeitig wurden
Nebenwirkungen, die infolge einer EPO Therapie auftreten konnen, kontrolliert.

Nach kiinstlicher Induktion eines permanenten MI erfolgte die transepikardiale
intramyokardiale Applikation von EPO (3000 U/kg; Gruppe MI-EPO) oder physiologischer
Kochsalzlosung (Gruppe MIC) entlang der Infarktgrenze. In einer Scheinoperation-Gruppe
(Sham) wurde physiologische Kochsalzlosung gleichermaflen intramyokardial injiziert ohne
Induktion eines MI. Die Katheterisierung (Conductance Catheter Method) des LV und RV
sechs Wochen nach MI legte eine Verbesserung der LV Funktion und eine Senkung der RV
Druckbelastung offen. Zum gleichen Zeitpunkt verdeutlichten makroskopische und
mikroskopische Gewebeanalysen, dass die intramyokardiale EPO Therapie eine Verringerung
der InfarktgroBe, eine Erhohung der Gefifldichte, eine Senkung der Kardiomyozytenapoptose
sowie die Begrenzung der myokardialen Hypertrophie und Fibrose verursachte. Der zur
Dokumentation der physischen Aktivitit herangezogene ,,Forced swim test”, adaptiert an die
experimentellen Bedingungen, offenbarte eine Steigerung in der Intensitdt der Aktivitidt der
EPO behandelten MI-geschéddigten Tiere 24 Stunden und 6 Wochen nach MI.

Wihrend der ersten zwei post-operativen Wochen wurden Blut- und Gewebeproben mittels
verschiedener Methoden auf durch EPO induzierte pathophysiologische Mechanismen
untersucht. Die RT-PCR Analyse zeigte eine intrakardiale Hochregulierung der Gene des
zentralen Molekiils fiir Stammzellchemoattraktion SDF-1 und dessen Rezeptor CXCR4 24
Stunden nach MI. Die Gene der Stammzellmarker c-Kit sowie CD34 waren zeitlich
vergleichbar induziert. Parallel konnte im Zusammenhang mit dieser Studie eine durch EPO
provozierte vermehrte Anwesenheit von c-Kit" und CD34" Zellen im ischimischen Myokard

detektiert werden.
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Weiterhin zeigten sich frith sowohl eine intrakardiale Hochregulierungen von Genen des
Zellzyklus durch RT-PCR als auch eine deutliche Zunahme von proliferierenden kardialen
Zellen im ischdmischen Myokard durch Immunhistochemie. Letztere legte auBerdem eine
friihe Angiogenese im ischdmischen Randbereich sieben Tage nach MI offen. Die
intramyokardiale EPO Therapie unterstrich zudem das kardioprotektive Potenzial des
Wachtumshormons. Die RT-PCR Untersuchungen zeigten intrakardiale Reduktionen von
TNF-a und CD18 sowie Induktionen von eNOS und Akt. Blutuntersuchungen verdeutlichten
einen verringerten Blutdruckabfall 48 Stunden nach MI sowie eine Senkung der
Plasmakonzentration des Myokardschadenmarkers c¢TnT 14 Tage nach MI. Obwohl die
Uberlebensraten beider Gruppen mit MI keinen statistisch gesicherten Unterschied aufweisen,
geben die erhaltene LV und RV Funktion in der EPO behandelten Gruppe Anlass zur
Vermutung, dass in einem verldngerten Beobachtungsintervall die Langzeitmortalitit des MI
durch frithe lokale EPO Therapie infolge verringerten sekundéiren Herzversagens reduziert
sein konnte.

Bei der RT-PCR Untersuchung von Molekiilen mit Einfluss auf die zellulire EPO
Signaliibertragung ergaben sich Hinweise darauf, dass EPO im Herz die Antagonisten der
eigenen Signalkaskade (SOCS1, SOCS3) selbst hemmt und es in der Folge zur
Hochregulierung des EPO-R kommt, wie in der Literatur hdufig beschrieben. Letztlich konnte
dargelegt werden, dass trotz hdmatopoetischer Wirkung der lokalen hochdosierten EPO
Therapie mit hohen Plasma-EPO Konzentrationen keine erkennbaren
gesundheitsgefihrdenden Nebenwirkungen (wie Thrombosen) in den analysierten Organen,
Herz, Lunge, Leber, Niere, Gehirn und Milz, induziert wurden.

Die intramyokardiale Applikation von EPO verbessert demzufolge die myokardiale Funktion
nach MI, was verschiedenen pathophysiologischen Mechanismen zugeschrieben werden
kann. Der verbesserten Rekrutierung von c-Kit" und CD34" Stammzellen ins ischidmische
Herzgewebe nach Mehrexpression von SDF-1 ist in dieser Arbeit besonderes Interesse
gewidmet worden. Weitere Studien zu diesem Konzept werden aufzeigen, ob diese
ermutigenden Ergebnisse in die klinische Anwendung umgesetzt werden kdnnen und ob das
regenerative Potenzial von EPO in ischdmisch geschiddigtem menschlichem Myokard

bestitigt werden kann.
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B-cell lymphoma
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Cluster of differentiation

Cell division cycle 2

Cyclin dependent Kinase
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eNOS
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HIF
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M-CSF Macrophage-Colony stimulating factor
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VEGF
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sieche Abbildung
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Stromal cell derived factor 1
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Tumor necrosis factor-o
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Thesen

Untersuchungsziel der vorliegenden Arbeit ist die Bewertung der therapeutischen
Effizienz sowie der lokalen Wirkungen und Chemokin-Interaktionen, die durch eine
einzeitige lokale Applikation von EPO ins Infarktherz induziert werden. Wir
untersuchten insbesondere die Hypothese, ob EPO die Stammzellrekrutierung
moduliert, die kardiale Proliferation induziert und zu einer Regeneration des Herzens
nach MI beitrégt.

Der MI fiihrt zu massivem Verlust von Funktionalitit und Vitalitit des Herzorgans.
Eine positive Beeinflussung der pathologischen Prozesse um Nekrose, Apoptose,
Fibrose, Entziindung und Remodeling kann zum Erhalt der Herzfunktion nach
Ausheilung des Infarkts beitragen. Dariiber hinaus konnen Angiogenese,
Vaskulogenese, Proliferation und Stammzell-assoziierte Rekonstruktion von
Herzgewebe die Organperformance zusétzlich verbessern.

Die Aufnahme von Druck-Volumen-Kurven durch Katheterisierung des LV und RV
nach ausgeheiltem MI gibt detaillierte Auskunft iiber die systolische und diastolische
Funktionalitdt des Herzens und eignet sich in besonderem MalBe zur strengen
Evaluierung der Effektivitit von Myokardinfarkttherapien. Die lokale EPO Therapie
nach MI hat gezeigt sowohl Kontraktilitit und Elastizitédt des LV zu bewahren als auch
die Druckbelastungen im RV zu minimieren.

Entfernt vom experimentellen Gebrauch sind kontroverse Diskussionen bzgl. der
Effektivitit und Sicherheit der systemischen Applikation von EPO aufgekommen. Die
Kontrolle von fiir EPO typischen Nebenwirkungen durch Blutdruckmessung sowie
biochemische und histologische Untersuchungen ergab keine Bestitigung zusitzlicher
durch EPO induzierter pathologischer Ereignisse. Eher kann eine mogliche Reduktion
von systemischen Nebenwirkungen bei erhaltener Wirkpotenz nach lokaler,
einmaliger Gabe von EPO im Vergleich zur mehrmaligen, systemischen Gabe
vermutet werden.

Die semi-quantitativen Untersuchungen der Genexpression mittels RT-PCR geben
Aufschliisse iiber wesentliche molekulare Prozesse im untersuchten Gewebe. Die
lokale EPO Therapie zeigte eine Vielfalt von Beeinflussungen (kardioprotektive,
entziindungshemmende, proliferative, angiogenetische, stammzell-chemoattraktive)

auf pathophysiologische Kaskaden nach Induktion des MI.
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Makroskopische und histologische Untersuchungen verdeutlichten terminierend den
positiven Effekt von lokal appliziertem EPO auf Hypertrophie, Fibrose,
Herzmuskelzellapoptose, Dekompensation, InfarktgroBe und GefidB3dichte nach
akutem MI.

Die Durchfiihrung des ,,Forced swim tests* zur Beurteilung der Aktivitét der Tiere zu
definierten Zeitpunkten nach Erstoperation legte offen, dass die Verbesserung der
Funktionalitit des Herzens in EPO behandelten Tieren mit einer Erhdhung der

physischen Aktivitit einherging.
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