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I. Einleitung

1. Ischamische Myokarderkrankungen

Ischamie (griech. woyev: zuruckhalten, hindern) bedeutet eine Verminderung oder Unter-
brechung der Durchblutung eines Organs, Organteils oder Gewebes infolge mangelnder
arterieller Blutzufuhr (153).

Vor allem das Herz ist fir ischamische Erkrankungen pradestiniert. Unter dem Begriff der
»ischdmischen Herzkrankheit* werden alle Krankheitsbilder zusammengefasst, die auf einem
Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf des Myokards beruhen
(157). Der klinische Begriff ,koronare Herzkrankheit“ mit seinen einzelnen klinischen
Formen beschrénkt sich auf alle diejenigen Falle, bei denen die mangelhafte Versorgung des
Myokards auf einer stenosierenden Erkrankung der Herzkranzgeféasse beruht: allen voran die
Atherosklerose der extramuralen Koronararterien.

Die besondere Neigung der Koronarien, eine Atherosklerose zu entwickeln, lasst sich dadurch
erklaren, dass sie von allen Organarterien aufgrund ihrer Ventrikelndhe am meisten den
systolischen Druckstdssen ausgesetzt sind. Hinzu kommt, dass der koronare Gefassbaum
durch die Organform zahlreiche Richtungsédnderungen erfahrt, so dass die Koronararterien
vermehrt  Scherkréften ausgesetzt sind, auf welche die Gefdasswand bereits
physiologischerweise mit einer Intimafibrose reagiert (157).

Die Atherosklerose wird von der WHO definiert als ,variable Kombination von
Intimaverdnderungen, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen (Plaques) von Lipiden,
komplexen  Kohlenhydraten, Blut- und  Blutbestandteilen, Bindegewebe und
Calciumablagerungen, verbunden mit Verdnderungen der Arterienmedia“ (75).

Die Ruptur von atherosklerotischen Plaques mit rascher Ausbildung eines das Gefasslumen
zusatzlich einengenden Thrombus fiihrt zum akuten Koronarsyndrom (ACS) ohne ST-
Elevation, im Sinn einer instabilen Angina Pectoris. Zudem werden durch die
Thrombozytenaktivierung vasokonstriktorische, proaggregatorisch wirkende Substanzen
(Thromboxan A2, Serotonin, ADP) freigesetzt. Der Ubergang von der instabilen Angina
Pectoris zum intramuralen Infarkt mit erhéhten Herzenzymen (non-Q-wave Infarkt, NSTEMI



= non-ST-elevation Myokardinfarkt) ist fliessend. Resultiert ein kompletter Koronarver-
schluss, kommt es zum ACS mit ST-Elevation im Sinne eines akuten transmuralen
Myokardinfarktes (STEMI = ST-Elevation Myokardinfarkt).

In Nordamerika erleidet jéhrlich eine halbe Million Menschen einen Myokardinfarkt. In
Deutschland liegt die Inzidenz bei 300/100.000 Einwohner jedes Jahr (74). Trotz der
Fortschritte in der Behandlung sind die ACS die fihrende Todesursache in der
industrialisierten Welt (187).

Die Therapie der Wahl beim akuten Myokardinfarkt (STEMI) ist heutzutage die
frihestmdgliche Wiederherstellung der Koronardurchblutung (Reperfusion). Fir eine
Reperfusion gilt dabei: je schneller die Reperfusion, desto geringer der Verlust an vitalem

Myokard und desto besser die Prognose.

2. Mdglichkeiten und Problematik einer reperfundierenden Behandlung akuter
Myokardischdmien

Nach den aktuellen Richtlinien sind die derzeit Giblichen Verfahren zur Wiederherstellung der
Perfusion beim akuten Myokardinfarkt die Thrombolyse und die akut-PTCA (Perkutane
Transluminale Coronare Angioplastie) (74).

Bei der konservativen Reperfusionsbehandlung werden Aktivatoren der Fibrinolyse
(Thrombolytika) eingesetzt. Eine Rekanalisation durch Auflésen des Thrombus tritt in 60-
80% der Féalle ein. Bei Kontraindikationen fur eine finbrinolytische Therapie oder in
kardiologischen Zentren kommt alternativ zur Lyse die akut-PTCA zum Einsatz, wobei das
klinische Outcome nach PTCA besser ist als bei der konservativen Therapie (74). Bei einer
PTCA wird ein Ballonkatheter ausgehend von einer peripheren Arterie transluminal bis zu
den Koronararterien vorgeschoben und anschliessend wird dort durch eine Ballondilatation
ggf. mit Stentimplantaion der stenosierte und verschlossene Abschnitt wieder durchlassig fir
den Blutstrom gemacht.

Aufgrund der Vorteile gegentiber anderen reperfundierenden Verfahren (209, 61) hat die Zahl
der Patienten, die einer Angioplastie zugefiihrt wurden, seit der ersten PTCA durch A.
Grlntzig im Jahre 1977 stetig zugenommen und zu einer verbesserten Prognose beim akuten
Myokardinfarkt gefuhrt (29).



Die frihestmdgliche Reperfusion von ischdmischem Myokard ist die Methode der Wahl in
der Behandlung von Patienten mit akutem Myokardinfarkt. Doch ist die Reperfusion mit dem
Risiko einer weiteren myokardialen Schadigung verbunden. Denn, obwohl die Reperfusion
des vorher ischamischen Gewebes unerlésslich zur Verhinderung irreversibler Zellschaden ist,
finden wahrend der Reperfusion pathophysiologische Prozesse statt, die eine zusatzliche
Zellschadigung hervorrufen kénnen und zu einer Verschlimmerung des bereits entstandenen
Schadens flhren. Dieses Phdnomen, dass die Reperfusion ein ischdmisches Gewebe durch
verschiedene Mechanismen zusétzlich schadigen kann, ist unter dem Begriff des Ischadmie-
Reperfusions-Schadens (I/R-Schaden) bekannt (15, 5).

Das Ph&nomen des I/R-Schadens als Komplikation einer reperfundierenden Behandlung
ischdmischen Gewebes ist ein seit vielen Jahren intensiv untersuchtes Gebiet. Ein I/R-
Schaden entsteht aus dem Zusammenspiel verschiedener intrazellularer und extrazellularer
Mechanismen und Ergebnisse in den letzten Jahren h&ufen sich, die zeigen, dass
inflammatorische Prozesse dabei eine Schlusselstellung einnehmen (113).

3. Pathogenese des Ischamie-Reperfusion-Schadens

Zu den ersten, die die Hypothese einer Zellschadigung durch eine postischdmische
Reperfusion postulierten, zéhlen Parks und Granger, die in einem Tiermodell intestinaler
Ischdmie und Reperfusion beobachteten, dass 3 h Ischamie gefolgt von 1 h Reperfusion einen
grosseren Zellschaden anrichtete als 4 h Ischdmie alleine (147).

Eine anhaltende Ischdmie resultiert in einer Vielzahl von metabolischen und zelluléren
Veranderungen (36). Unter anderem wird ein Wechsel vom aeroben zum anaeroben
Metabolismus initiiert, welcher in einer Verarmung an energiereichen Phosphaten resultiert.
ATP-abhéangige lonenpumpen der Zellmembran werden dadurch in ihrer Funktion gestort,
was zu einem Einstrom von Elektrolyten und Wasser in die Zelle fihrt und einen
konsekutiven Zellschaden bewirkt. Stérungen der intrazelluldren Kalzium-Homdostase sind
dabei ein bedeutender pathophysiologischer Prozess am Zustandekommen eines I/R-Schadens
(146).

In Endothelzellen (EC) und neutrophilen Granulocyten (polymorphokernigen Neutrophilen =
PMNs) bewirkt der ATP-Abfall wahrend einer Ischamie Uber enzymatische Reaktionen die

Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in der Reperfusionsphase (121). Sauerstoff, so
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essentiell er fur das Uberleben von Gewebe ist, kann wéhrend der Reperfusion in Form
toxischer, reaktiver Sauerstoffspezies schédigenden Einfluss haben, ein Umstand, der als
,Oxygen Paradoxon®“ bezeichnet wird (146). Neben oxidierenden und reduzierenden
Reaktionen konnen diese Metabolite auch inflammatorische Reaktionen induzieren (188).
Isch&mie-induzierte Veranderungen bedingen demnach einen proinflammatorischen Status,
der in der nachfolgenden Reperfusion zu einer inflammatorischen Reaktion mit Aktivierung
des unspezifischen Immunsystems fiihrt, vor allem des Komplementsystems (231, 50) und der
neutrophilen Granulocyten (31, 69, 87).

Neutrophile finden sich unter physiologischen Bedingungen im Blutstrom und im
Knochenmark, aber kaum im Gewebe. Sie sind Bestandteil der friihen zellularen Abwehr bei
inflammatorischen Prozessen und erflllen als unspezifische Phagocyten eine wichtige
Funktion des Immunsystems.

Doch auf der anderen Seite sind sie auch ein wesentlicher Bestandteil in der Pathophysiologie
des I/R-Schaden (69). In der postischdmischen Reperfusionsphase kommt es zu einer
Wechselwirkung zwischen PMNs und Endothelzellen. Dieser Prozess wird als Leukocyten-
Endothel-Interaktion (LEI) bezeichnet und in Leukocytenrollen, -adhdsion und -emigration
unterteilt. Ermdglicht werden diese nacheinander ablaufenden Schritte durch Interaktionen
zwischen Adhé&sionsmolekilen auf den Zelloberflachen aktivierter EC und PMNS.

Leukocyten-Endothel-Interaktionen (Abb. 1):

Der erste Schritt der LEI besteht darin, die PMNs des zentralen Blutstromes zu marginali-
sieren. Dabei werden die Leukocyten in den postkapillaren Venolen von den Erythrocyten,
welche sich aufgrund ihrer grosseren Verformbarkeit in der Strommitte aufhalten (Axial-
migration), an den Gefassrand gedrangt (165). Marginierte Leukocyten kdnnen mit der
Geféasswand in reversiblen Kontakt treten und bewegen sich zundchst mit verminderter
Geschwindigkeit an ihr entlang (Leukocytenrollen).

Fir diese adhésiven Krafte sind Wechselwirkungen zwischen leukocytéren und endothelialen
Oberflachenmolekiilen mit Rezeptorfunktion, die Selektine, verantwortlich. Die Selektine
werden in drei Gruppen unterteilt: Das L-Selektin wird konstitutiv auf Leukocyten exprimiert,
erhoht nach einer Leukocytenaktivierung seine Aviditat gegeniiber seinem Liganden, dem
CD34-Membranmolekil (Spg 90) (14) und wird im weiteren Verlauf der LEI von der
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Abb. 1 1. Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der LEI in postkapilléren VVenolen. (A) Als Reaktion auf einen inflamm. Stimulus
rollen Leukocyten mit Geschwindigkeiten deutlich unter der des Blutflusses an dem Endothel entlang. (B) Einige der rollenden Zellen
adhérieren an der Wand und nach ein paar Minuten beginnen sie als Reaktion auf lokale chemotaktische Stimuli ihre Form zu verédndern (C).
Es folgt die Extravasation in extravaskuldres Gewebe (D). Jeder dieser Schritte erfordert entweder eine Hochregulation oder Aktivierung von
verschiedenen Gruppen von Adhasionsmolekiilen.

2. Interagierende Stoffe und Rezeptoren wéhrend der LEI. (A) Das initiale Anheften der PMNs an das Endothel wird durch Selektine
vermittelt. (B) Dies ermdglicht den PMNSs an der Venolenwand entlang zu rollen und nach aktivierenden Faktoren zu spiiren (wie z.B. IL-8
und C5a). Diese Interaktionen fiihren zur Aktivierung neutrophiler Integrine. (C) Die feste Adhésion der Leukocyten wird durch Bindung
neutrophiler Integrine an Mitglieder der Immunoglobulin-Superfamilie (ICAMs) vermittelt, exprimiert von stimulierten EC.

Abk.: PSGL-1 = P-Selektin Glycoprotein Ligand-1, ESL-1 = E-Selectin Ligand-1, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, PAF = Plattchen
aktivierender Faktor, IL-8 = Interleukin 8, ICAM = Intercellular Adhesion Molecule . (54)
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Zelloberflache abgestol3en (L-Selektin-shedding) (51, 175). Das endotheliale E-Selektin wird
nach Endothelaktivierung neusynthetisiert und zeigt eine maximale Expression nach 4 h (20),
wo es dann u.a. PMNs binden kann (19, 20). P-Selektin wird intrazellular in EC und
Thrombocyten gespeichert und nach einer Zellaktivierung innerhalb von Minuten an die
Oberfl&che transportiert, wobei aber auch eine Neusynthese durch Cytokine induzierbar ist.
Bindungspartner des P-Selektins ist das leukocytare PSGL-1 (P-Selektin-Glykoprotein-
Ligand) (162, 107).

Das Leukocytenrollen tritt ungefar 1-3 min nach einem entziindlichen Reiz auf. Dieser Reiz
fuhrt zur Freisetzung von Cytokinen (19) und Thrombin (126). Durch diese Mediatoren
vermittelt kommt es zundchst zu einer Endothelaktivierung. Die Folge der
Endothelzellaktivierung ist eine rasche Externalisierung von P-Selektin aus den
intrazellularen Speichern. Eine Interaktion mit seinen leukocytaren Liganden resultiert in dem
Leukocytenrollen (111). P- und L-Selektine spielen vor allem in der friihen Phase des PMN-
vermittelten Ischamie-Reperfusion-Schadens eine besondere Rolle (111).
Selektin-vermitteltes Rollen ist ein obligatorischer Prozess, bevor Leukocyten zum néchsten
Schritt, der Adhdsion, bergehen kdnnen. Dabei haftet der Leukocyt stationar an der
Endothelwand. Der langsam rollende Leukocyt ist durch eine ldngere Kontaktzeit mit dem
aktivierten Endothel einer Reihe proinflammatorischer Mediatoren (z.B. Chemokine, reaktive
Sauerstoffspezies, aktivierte Thrombocyten (103, 59)) ausgesetzt. Die Folge ist eine
Leukocytenaktivierung, welche in einem L-Selektin-shedding resultiert. Diese Abstossung
korrespondiert mit einer Steigerung in der Expression sowie Aktivierung von
Adhésionsmolekulen aus der Gruppe der B, -Integrine, vor allem des Mac-1 (CD11b/CD18).
Ro-Integrine sind Heterodimere, setzen sich aus einer langeren o(CD11)-Kette und einer
kirzeren B(CD18)-Kette zusammen und werden nach der a-Untereinheit unterschieden in
CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (Mac-1) und CD11c/CD18 (gpl50). Das fiir die
Leukocytenadhédsion wichtige Integrin  CD11b/CD18 kommt auf Granulocyten und
Monocyten vor. Seine Expression ist konstitutiv als auch im Rahmen einer Zellaktivierung
induzierbar (Transport an die Zelloberfliche aus intrazelluldaren Granula) (145). Die
CD11b/CD18-Molekiile interagieren bei der Adhédsion mit ihrem endothelialen
Bindungspartner, dem ICAM-1. Interzelluldre Adhédsionsmolekile (ICAM) sind konstitutiv

exprimierte endotheliale Oberflachenmolekiile, deren Synthese nach Stimulierung zusatzlich
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hochreguliert wird (45, 176). Das Resultat dieser CD11b/CD18- ICAM-1-Interaktion ist eine
feste Adhé&sion von Leukocyten an das Endothel in dem entziindeten Gewebe.

Die transendotheliale Emigration stellt den letzten Schritt der Leukocytenrekrutierung dar.
Der genaue Mechanismus der Transmigration ist noch nicht vollig aufgeklart (135). Sie ist
zum einen abhingig von Interaktionen zwischen neutrophilen f-Molekilen und Integrinen in
den endothelialen Interzellularspalten. Die Involvierung von f,-Integrinen wird z. B. deutlich
in Patienten mit LAD I-Syndrom (Leukocyte Adhesion Deficiency Type 1), welche durch
einen genetischen Defekt keine B,-Integrine exprimieren konnen und deren Leukocyten zu
keiner Diapedese féahig sind (10). Auch dem Zellmembranmolekul PECAM-1 wird eine Rolle
in der Transmigration von Leukocyten zugeschrieben (136). Es ist unter anderem in hoher
Dichte auf den EC im Bereich der interzelluldaren Verbindungen zu finden. Eine homophile
Bindung zwischen leukocytaren und endothelialen PECAM-1 konnte bei der Diapedese
beobachtet werden (39).

In postischdmisches Gewebe infiltrierte PMNs tragen durch Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffmetaboliten und Enzymen zu einer weiteren Gewebeschadigung bei. Zusatzlich
wird die lokale Entziindungsreaktion durch freigesetzte neutrophile proinflammatorische

Mediatoren verstérkt und eine weitere Leukocytenrekrutierung in das Gewebe induziert (30).

Ein I/R-Schaden bei der reperfundierenden Behandlung myokardialer Ischamien ist ein
Problem, welches seit einigen Jahren intensiv untersucht wird. Auf molekularer Ebene
konnten bei Patienten mit myokardialer Ischdmie auch I/R-induzierte inflammatorische
Reaktionen nachgewiesen werden (82, 124, 128). Durch die Reperfusionsbehandlung bei der
PTCA kommt es zu einer zusatzlichen Aktivierung inflammatorischer Prozesse (130, 168).
Studien konnten zeigen, dass diese induzierten inflammatorische Prozesse einen bedeutenden
Einfluss auf das Outcome von Patienten mit ACS austiben (113).

Klinische Manifestationen eines myokardialen I/R-Schadens sind u.a. ,,myocardial stunning*
(,,geldhmtes Myokard), worunter eine anhaltende postischdmische kontraktile Dysfunktion
des Myokards verstanden wird (14, 6). Auch das Phdnomen des postischamischen ,,no-
reflow* durch mikrovaskulédre und endotheliale Dysfunktion sowie irreversible Zellschéden
oder Nekrosen (,letaler Reperfusionsschaden®) sind Kklinische Auswirkungen eines
myokardialen I/R-Schadens (208, 5).
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4. Methoden zur Minderung des postischdmischen Reperfusionschadens

Aufgrund der Bedeutung eines I/R-Schadens ist die Forschung schon seit Jahren bestrebt,
Strategien zu entwickeln, 1/R-Schaden zu reduzieren, indem inhibierend in die
zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse eingegriffen wird.

Es gibt eine Vielzahl experimenteller Studien, die durch unterschiedliche Ansétze eine
Reduktion des I/R-Schaden zeigen konnten. Die Beeinflussung des intrazelluldren
Kalziumspiegels oder Methoden zur Verringerung der Entstehung von reaktiven
Sauerstoffmetaboliten fuhrten in verschiedenen Studien zu einer Reduktion eines I/R-
Schadens (155, 70, 123).

Der dritte wichtige pathophysiologische Mechanismus st die Induktion einer
inflammatorischen Reaktion. Aufgrund der dabei zahlreichen interagierenden humoralen und
zellularen Komponenten bieten sich hier besonders viele Interventionsmoglichkeiten. Die
wichtigsten  Angriffspunkte stellen das Komplementsystem und die neutrophilen
Granulocyten dar. Experimentelle Untersuchungen, in denen auf unterschiedliche Weise das
Komplementsystem inhibiert wurde, konnten eine Verringerung von I/R-bedingten Schaden
zeigen (190, 36). Besonderes Interesse galt den PMNSs, wobei in zahlreichen experimentellen
Studien auf verschiedenen Wegen durch eine Inhibition der PMNs eine Reduktion von I/R-
Schaden erzielt werden konnten. Untersuchte Methoden waren dabei vor allem eine
Verringerung der Zahl zirkulierender Blut-Granulocyten (Neutrophilen-Depletion) (159, 38,
114, 58), sowie eine Inhibition der Leukocyten-Endothel-Interaktionen. Eine Verringerung
der LEI wurde durch Blockade der Selektin- und/oder Integrin-Interaktionen in verschiedenen
in-vitro und in-vivo-Modellen erreicht (200, 104, 105, 116, 119, 120). Trotz der
vielversprechenden Ergebnisse dieser in-vitro und in-vivo Untersuchungen konnten sich die

getesteten Ansétze zur Reduktion von I/R-Schéden bisher jedoch klinisch nicht durchsetzen.

Ein weitere Ansatzpunkt zur Verringerung von I/R-Schéden ist die Inhibition von
proinflammatorischen Mediatoren (102, 169). Zu diesen Mediatoren gehdren auch bestimmte
Komponenten des Gerinnungssystems.

Seit l&ngerem ist schon bekannt, dass Koagulation und Inflammation zusammenhéngen (202).
Zahlreiche Untersuchungen haben bestatigt, dass Koagulation und Inflammation nicht als

getrennte Prozesse angesehen werden konnen, sondern vielmehr zwei Seiten ein und
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derselben Medaille darstellen. Im Rahmen einer endothelialen Reizung durch
inflammatorische Prozesse kommt es zu einer Involvierung des Gerinnungssystems mit
Aktivierung von Thrombocyten (33, 16), den Faktoren Xlla (192), Fibrinogen (115), Faktor
Xa und vor allem Thrombin (210, 90).

Der aktivierte Fakor X (FXa) ist ein sehr potenter proinflammatorischer Mediator. Die
entziindungsmodulatorischen  Funktionen des FXa werden durch Aktivierung von
membrangebundenen,  G-Protein-gekoppelten PAR-2-Rezeptoren  (Protease-Activated-
Receptors) vermittelt. Diese Membranmolekille werden wu.a. von Leukocyten und
Endothelzellen exprimiert. Die Aktivierung von PAR-2-Rezeptoren durch FXa fiuhrt u.a. via
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zu einer Expression von Adhasionsmolekulen (100,
28) mit konsekutiver Leukocyten-Endothel-Interaktion (191). Daneben bindet und aktiviert
FXa Endothelzellen und Leukocyten Uber den Gefassrezeptor EPR-1 (35, 24). Diese
Interaktion triggert Signaltransduktionen, welche zu einer Aktivierung inflammatorischer
Reaktionen fihren (u.a. Cytokinfreisetzung (34), endotheliale Thrombinbildung (4) sowie
Leukocytenaktivierung (3)).

Thrombin ist eine Serinprotease aus der Trypsinfamilie und ein Schlisselenzym im
Blutgerinnungssystem. Neben prokoagulatorischen Funktionen (Abb. 2) spielt Thrombin auch
eine Rolle bei inflammatorischen und weiteren Prozessen (32, 60). Diese Polyfunktionalitét
ist bedingt durch seine Struktur: Neben dem klassischen aktiven Zentrum besitzt Thrombin
eine Reihe externer Bindungsstellen (Exosites) fir Substrate und Rezeptoren.

Wahrend einer inflammatorischen Reaktion wird Thrombin aus seinem Zymogen Pro-
thrombin gebildet und zu den bekanntesten proinflammatorischen Effekten des Thrombins
gehort die (rezeptorunabhangige) chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulocyten und
Monocyten (12, 86).

Weitere Effekte des Thrombins werden durch PAR-1-Rezeptoren vermittelt. Die Aktivierung
stimuliert Signaltransduktions-Kaskaden mit konsekutiver Aktivierung von Transkriptions-
faktoren. Die Aktivierung endothelialer PAR-1-Rezeptoren durch Thrombin flhrt zu einer
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren (150, 85). Eine Aktivierung neutrophiler PAR-
1-Rezeptoren durch Thrombin tragt zur LEI bei und die Aktivierung thrombocytarer PAR-1-
Rezeptoren flhrt zu einer Plattchenadhdsion an EC mit darauffolgender Aktivierung von

Gerinnungsfaktoren und letztlich zu einer PMN-Adhasion an das Endothel (98).
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Abb. 2. Das Gerinnungssystem. Die Blutgerinnung setzt sich aus zwei Teilen zusammen, der primédren und der sekunddren Hamostase.
Unter der primédren Hamostase versteht man den initalen Stillstand einer Blutung durch Vasokonstriktion und Aktivierung des
Thrombocytensystems. Aktiviert durch Kontakt mit geschadigter/aktivierter Endothelwand oder durch Stase, adhérieren Plattchen an sub-
/endothelialen Strukturen, verformen sich, degranulieren und filhren zur Aggregation weiterer Plattchen. Dadurch kommt es zu einer
vorlaufigen Deckung des Defektes.

1. Die sekundare Hamostase oder plasmatische Gerinnung (eingeteilt in extrinsisches/exogenes und intrinsisches/endogenes System) wird
beim extrinsischen System eingeleitet, wenn Tissue Factor (FIII) dem Blut ausgesetzt wird, entweder als Folge eines Gefasswandschadens
oder nach Endothelaktivierung. Ausldser fir das intrinsische System sind der Kontakt von Faktor XII mit Fremdoberflachen oder
Kollagenfasern aus verletztem Endothel oder Thrombocytenzerfall.

An den nachfolgenden Reaktionen sind in beiden Systemen verschiedene Faktoren beteiligt: Im exogenen System wird Faktor VII durch
seinen spezifischen Aktivator TF in seine aktive Form (FVIla) tberfuhrt. Dieser verbindet sich unter Mitwirkung von Calciumionen mit PL
der verletzten Gewebezellen. Dieser Komplex stellt den Faktor-X-Aktivator (extrinsic-factorXase) des exogenen Systems dar. Im endogenen
System beginnt die Reaktionsfolge mit der Kontaktaktivierung des Faktors XII. Faktor Xlla bildet zusammen mit Faktor XI und
Plattchenfaktor 3 (auf Thrombocytenmembran haftend) einen enzymatisch wirksamen Komplex, der die Umwandlung des Faktors IX in die
aktive Form katalysiert. Faktor 1Xa bildet mit Faktor VIII, Calciumionen und PL den Faktor-X-Aktivator (intrinsic-factorXase) des
endogenen Systems.

In dem folgenden, beiden Systemen gemeinsamen Reaktionablauf bildet der aktivierte FX mit FVa, PL, und Calciumionen den
Prothrombinaktivator-Komplex, der Prothrombin in Thrombin (Faktor lla) umwandelt. Thrombin fuhrt die Fibrinogenmolekile unter
Abspaltung der Fibrinopeptide A und B in Fibrinmonomere (ber, die spontan zu Polymeren aggregieren. Aus diesem Komplex entsteht unter
der Wirkung von aktiviertem Faktor XIII Fibrin, welches sich in der sogenannten Nachphase der Blutgerinnung noch zusammenzieht
(Blutgerinnselretraktion).

2. Dieses protein-zentrierte Kaskadenmodell der Gerinnung gilt mittlerweile als tiberholt, seit bekannt ist, dass die Koagulation in-vivo durch
Oberflacheneigenschaften best. Zellen reguliert wird. Heutzutage wird davon ausgegangen, dass die Koagulation nicht als Kaskade, sondern
in drei iiberlappenden Schritten ablduft: 1) ,initiation®, welche an einer TF tragenden Zelle (z.B. Fibroblasten) ablduft und wo bei
ausreichendem prokoagulatorischen Stimulus genug Faktoren (FXa, FIXa , Thrombin) entstehen, um den Koagulationsprozess erfolgreich zu
initiieren; 2) ,,amplification®, wo Plattchen und Cofaktoren aktiviert werden und so die Voraussetzung fiir die Thrombingeneration geschafft
wird; und 3) ,,propagation‘, wo die aktivierten Faktoren mit ihren Cofaktoren sich auf der Pléttchenoberfliche verbinden und so eine ideale
Voraussetzung fur die Thrombingeneration entsteht. Die Aktivitat der prokoagulatorischen Komplexe resultiert in einer Thrombinbildung,
die letztlich zur Fibrinpolymerisation fihrt.

Abk.: HMK = high molecular weight kininogen , TF = Tissue Factor, PL = Phospholipide. (79)
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In-vitro-Studien konnten zeigen, dass Thrombin zudem die endotheliale P-Selektin und
ICAM-Expression mit konsekutiver Leukocytenadhasion induzieren kann (117, 179). Auch
die Transmigration von PMNs kann durch Thrombin induziert werden (134, 101, 23).

Aufgrund der Erkenntnisse der proinflammatorischen Eigenschaften von FXa und Thrombin
wurden Studien durchgefuhrt, die zeigen konnten, dass eine Inhibition dieser Faktoren zu
einer Verringerung von LEI in-vitro (203) und in-vivo (142, 144) fuhrte. Z.B. verringert
Antithrombin [l Thrombin-vermittelte PMN-Adhésion an EC in-vitro und I/R-induzierte

Leukocytenrekrutierung in-vivo (199).

In der Klinischen Praxis wird eine anti-FXa und/oder eine anti-Thrombin-Aktivitat durch
Antikoagulanzien erreicht. Zu diesen gehoren die indirekten Thrombininhibitoren
unfraktioniertes und niedermolekulares Heparin und die direkten Thrombininhibitoren wie r-
Hirudin oder Bivalirudin.

Heparin ist eine korpereigene Substanz, die in den basophilen Granula von Mastzellen an
Histamin und weitere basophile Proteine gebunden vorliegt. Heparin wurde 1916 von dem
Medizinstudenten der Johns Hopkins University, Jay McLean, entdeckt, welcher eigentlich
auf der Suche nach einer gerinnungsfordernden Substanz war (127). Aufgrund der hohen
Konzentration, mit der diese Substanz in der Leber vorkommt, wurde sie ,,Heparin“ genannt.
Heparin ist ein stark negativ geladenes sulphatiertes Glykosaminoglykan. Die lineare
Molekdilstruktur setzt sich aus in glykosidischer Bindung zueinander stehendem Aminozucker
(D-Glucosamin) und einer Uronséure (D-Glucuronséure bzw. L-lduronséure) zusammen. Das
Molekulargewicht des natirlich vorkommenden Heparins schwankt je nach Kettenlange
zwischen 5000 und 25000 Da und wird deshalb auch als unfraktioniertes Heparin bezeichnet.
Heparin wird aus Tiermaterial gewonnen und seine Aktivitdt wird, wegen des variablen
Molekulargewichtes, in standardisierten internationalen Einheiten (IE (bzw. U) nach WHO-
Standard angegeben. 1mg sogenanntes Standard- oder unfraktioniertes Heparin mit einem
mittleren Molekulargewicht von 15000 Da entspricht etwa 120-180 IE.

Als Antikoagulans greift Heparin innerhalb des Gerinnungssystems an verschiedenen Punkten
ein. Neben der Inaktivierung von Gerinnungsfaktoren (FXa, FXlla, FXla, FIXa) ist der
Hauptmechanismus seiner antikoagulatorischen Wirkung vor allem die Thrombininhibition

durch den Heparin-Antithrombin 1lI-Komplex. Antithrombin Il ist ein endogener
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Serinproteaseinhibitor, der vor allem Thrombin inaktivieren kann. Die Antithrombin I11-
Reaktionen laufen normalerweise relativ langsam ab und werden durch Heparin bis auf das
1000-2000fache beschleunigt (118).

Unfraktioniertes Heparin besitzt eine Reihe von Nachteilen, die eine Weiterentwicklung der
Heparine vorangetrieben haben. Durch ladungsbedingte Bindung an Plasmaproteine und
Zelloberflachen sowie Neutralisation des Heparins durch den Plattchenfaktor 4 entwickelt
UFH einen variablen antikoagulativen Effekt, der ein Monitoring des Gerinnungsparameters
aPTT (aktivierte partielle Thromboplastinzeit) notwendig macht. Ausserdem besitzt UFH die
Eigenschaft, Thrombocyten zu aktivieren (158).

1976 wurde von Andersson und Mitarbeitern in Kooperation mit der Forschungsabteilung der
Firma Kabi die wichtige Entdeckung gemacht, dass das Verhéltnis der verschiedenen
gerinnungshemmenden Wirkmechanismen von Heparinen je nach Kettenlédnge variiert (8).
Heparinmolekile mit mind. 16 Monosacchariden hemmen sowohl den Faktor Xa als auch
Thrombin. Heparinmolekiille mit einer Kettenlange zwischen 8 und 16 Monosacchariden
hemmen fast ausschliesslich den Faktor Xa. Heparinmolekile mit einer Kettenldnge von
weniger als 8 Monosacchariden haben keine gerinnungshemmende Wirkung (81).

Ende der 70er Jahre wurden niedermolekulare Heparine (low-molecular-weight heparin =
LMWH) erstmals gewonnen. LMWHSs sind Fragmente von UFH, die durch kontrollierte
enzymatische oder chemische Depolymerisation gewonnen werden. So erhdlt man
Molekiilketten von einem mittleren Molekulargewicht von ca. 5000 Da. Im speziellen Falle
des in der Studie verwendeten Enoxaparins, welches durch Benzylation und alkalische
Depolymerisation aus UFH gewonnen wird, liegt das mittlere Molekulargewicht bei 4200 Da.
LMWHs verfiigen in der Regel nur noch tber geringe Anteile hochmolekularer Heparine und
konnen daher auch nur in untergeordnetem MaRe Thrombin direkt inaktivieren. Die Haupt-
wirkung entfaltet das LMWH gegeniiber dem aktivierten Faktor X, zu dem eine wesentlich
hohere Affinitat als zum Thrombin besteht. Die Separation der Wirkungen gegenuber Faktor
Xa im Vergleich zum Thrombin (Flla) wird flr die einzelnen LMWHs als Xa/lla-Quotient
angegeben. Beim Enoxaparin liegt der anti-Xa/anti-1l1a-Quotient bei 3.8:1 (198).
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Unfraktionierte und niedermolekulare Heparine weisen beide den Nachteil auf, dass sie
fibringebundenes Thrombin nicht inhibieren kdnnen. Das ist bei den direkten Thrombin-

Inhibitoren nicht der Fall.

Der Blutegel ,,Hirudo medicinalis® produziert in seinen Speicheldriisen verschiedene Typen
von Protease-Inhibitoren, die als Blutgerinnungshemmestoffe eine wichtige Rolle fiir seine
exklusive Erndhrungsform spielen (13). Zu diesen Protease-Inhibitoren gehort auch das
Hirudin. Entdeckt wurde es vor Uber einem Jahrhundert von J. W. Hycraft in Extrakten von
Zerebralregionen des Blutegels. Im Jahre 1903 wurde die extrahierte Substanz von Y. Jakobi
,Hirudin“ getauft. Hirudin ist ein Glykoprotein aus 65 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 8000-9000 Da. Aufgrund der schwierigen und kostspieligen
Gewinnung aus den Egeln waren Pharmakonzerne sehr an der molekularen Struktur
interessiert, die schliesslich 1985 komplett aufgeschlisselt war (42). 1986 erschienen die
ersten Berichte von gentechnisch hergestelltem rekombinanten (r-)Hirudin (18). Hirudin
besitzt als direkter Thrombininhibitor (DTI) eine besondere Affinitdt zum Thrombin, mit dem
es in einer stochiometrischen Reaktion einen schwerldslichen, inaktiven Komplex bildet.
Seine Aktivitat wird daher auch in Antithrombineinheiten (AT-E) angegeben. Diese
komplette, direkte Inaktivierung des Thrombins ist im Gegensatz zum UFH unabh&ngig vom
Antithrombin 111 und schliesst auch fibringebundenes Thrombin mit ein.

Hirudin ist der Prototyp der Direkten Thrombininhibitoren und wird wegen der sehr geringen
therapeutischen Breite in der Klinik nur als Reserveantikoagulans eingesetzt. Neuere
Substanzen wie das Bivalirudin sind semi-synthetische Proteine, die nur transient an das
aktive Zentrum von Thrombin binden. Dadurch wird eine grossere therapeutische Breite mit

geringeren Inzidenzen von Blutungskomplikationen erreicht (7).

Die aktuellen ACC/AHA-Richtlinien der adjuvanten Begleittherapie beim ACS mit ST-
Elevation empfehlen eine Kombination aus antithrombocytaren Pharmaka und
Antithrombinen/Antikoagulanzien.

Antikoagulanzien werden in der Begleittherapie von ACS zur Verhinderung der Entstehung
und Progression intramuraler Thromben eingesetzt. Doch besitzen Antikoagulanzien auch

antiinflammatorische Effekte:
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Erste Untersuchungen auf antiinflammatorische Effekte der Heparine wurden in den 70er
Jahren durchgefihrt (37, 47). Eine Vielzahl dieser Effekte wird durch die F&higkeit vermittelt,
proinflammatorische  Substanzen zu binden und zu inhibieren. Dazu zé&hlen
Komplementfaktoren (178, 122), Chemokine (131), freigesetzte Produkte aktivierter
Granulocyten (154, 194) sowie Thrombin (via Antithrombin I11).

Ausserdem Uben Heparine einen inhibitorischen Effekt auf das Komplementsystem aus,
welches lange Zeit als der Haupteffekt der antiinflammatorischen Wirkweisen der Heparine
angesehen wurde (46, 122).

Neuere Untersuchungen zeigen zusatzlich auch hemmende Einflisse auf die
Leukocytenaktivierung. Durch die Fortschritte in der Molekularbiologie und die Entwicklung
neuer Analysetechniken wurde deutlich, dass Heparin direkt P- und L-Selektin (92, 95, 171,
175) sowie an das leukocytére Integrin Mac-1 (41, 148) binden kann und diese somit zu
inhibieren vermag. Diese Inhibitionen der Adh&sionsmolekiile findet auch in-vivo statt, wobei
in experimentellen Studien gezeigt werden konnte, dass dadurch hemmende Einfliisse der
Heparine auf die LEI und somit auch auf I/R-Schaden bewirkt werden konnten (21, 56, 180,
204).

Aufgrund seiner Wirkung als direkter Thrombininhibitor und der Erkenntnis, dass Thrombin
eine wichtige Rolle in inflammatorischen Prozessen spielt, lag es nahe, auch Hirudin auf
antiinflammatorische Qualitaten zu testen. Hirudin, welches Thrombin durch Bindung an das
aktive Zentrum und an anionenbindende Exosites inhibiert, ist in der Tat in der Lage, die
chemotaktische Aktivitdt des Thrombins gegeniiber PMNs zu blocken (23, 133, 160).
Zusétzlich konnte durch experimentelle Studien gezeigt werden, dass durch eine direkte
Thrombininhibition auch in-vivo Thrombin-vermittelte inflammatorische Prozesse verringert
werden konnen (48, 88).

UFH ist das Antikoagulans der Wahl sowohl im Katheterlabor als auch in der
pharmakologischen Begleittherapie des ACS mit ST-Elevation (184).

Niedermolekulare Heparine und direkte Thrombininhibitoren als Antithrombin-Adjuvans bei
ACS sind bisher nur im Rahmen von klinischen Studien eingesetzt worden und zeigen dort
mitunter positive Ergebnisse (93). Wéhrend UFH und LMWH als gleich effektiv in der
adjuvanten Behandlung von Patienten mit ACS anzusehen sind (49), zeigen die Ergebnisse

einer Meta-Analyse mit Hirudin, dass direkte Thrombininhibitoren den indirekten berlegen
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sind in Bezug auf die untersuchten Endpunkte cardiovaskularer Tod und Myokardinfarkt bei
Patienten mit ACS (183). Diese Unterschiede im Outcome der Patienten moégen auf die
stirkere Antikoagulation durch die DTIs zuriickzufuhren sein. Direkte Thrombininhibitoren
sind bisher nicht systematisch in einem Kontext von I/R in-vivo analysiert worden. Aufgrund
der Erkenntnisse, dass inflammatorische Prozesse am Outcome von Patienten mit ACS
beteiligt sind (113), stellt sich die Frage, ob nicht auch ein stérkerer antiinflammatorischer
Effekt durch direkte Thrombininhibitoren fiir die Uberlegenheit der DTIs in klinischen

Studien mit myokardialem I/R-Schaden mitverantwortlich sein kdnnte.

5. Fragestellung der Studie

Die vorliegende Studie wurde durchgefuhrt, um die Effekte des LMWH, des indirekten
Thrombininhibitors UFH und des direkten Thrombininhibitors Hirudin auf die
Leukocytenaktivierung in I/R zu vergleichen. Das Studiendesign und —protokoll waren
ausgelegt, die Frage zu klaren, ob und welcher Wirkmechanismus am effektivsten
postischamische LEI zu unterdriicken vermag: die anti-FXa-Aktivitit des LMWH, die
indirekte ~ ATIll-abh&ngige  Antithrombin-Aktivitdt des UFH oder die direkte
Thrombininhibition durch Hirudin. Folgende Fragestellungen galt es im einzelnen zu
uberprifen:

1. Sind die drei getesteten Antikoagulanzien, in Dosierungen, die im Hinblick auf
antithrombotische Effekte dquipotent sind, in der Lage, eine I/R-induzierte inflammatorische
Reaktion in-vivo zu reduzieren?

2. Zeigen sich in den gegebenen Dosierungen quantitative Unterschiede zwischen UFH,
LMWH und Hirudin beziglich der antiinflammatorischen Qualitat, 1/R-induzierte Leuko-

cyten-Endothel-Interaktionen zu vermindern?
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I1. Material und Methoden

Um die antiinflammatorischen Effekte von UFH, LMWH und Hirudin in Ischdmie und
Reperfusion quergestreifter Muskulatur zu untersuchen, wurde ein etabliertes in-vivo-Modell
von I/R des M. cremaster der Ratte verwendet. Mit diesem Modell ist es moglich, Arteriolen
und postkapillare Venolen im quergestreiften Skelettmuskel intravitalmikroskopisch zu
beobachten. Nach Anfarben mit einem Floureszenzfarbstoff konnen Leukocyten-Endothel-
Interaktionen, als Aquivalent fiir entziindliches Geschehen, optisch dargestellt werden.

In der vorliegenden Studie wurde in dem mikroskopisch beobachteten Gewebe die Blutzufuhr
unterbunden und somit eine Ischdmie erzeugt. Kurz vor Beendigung der Ischdmie wurden die
zu untersuchenden Pharmaka systemisch appliziert. Als Messparameter wurden Geféss-
durchmesser und Blutflussgeschwindigkeiten sowie die Leukocyten-Endothel-Interaktionen

im Zeitverlauf der Reperfusionsphase auf Veranderungen hin beobachtet.

1. Versuchsvorbereitung

1.1. Versuchstiere

Der Antrag des Tierversuchsvorhabens fir vorliegende Studie wurde am 26.10.1998
behordlich genehmigt (Senatsverwaltung fiir Gesundheit und Soziales, AZ G 0116/98). Alle
tierexperimentellen Untersuchungen unterlagen der Kontrolle des ortlichen Tierschutz-
beauftragten und wurden unter Einhaltung der Tierschutzbestimmungen durchgefihrt (BGBI.
I, 1993).

Zwanzig mannliche Sprague-Dawley Ratten mit einem Kdorpergewicht (KG) von 270-320 g
(hauseigene Zucht) wurden in vier Gruppen zu jeweils finf Tieren aufgeteilt. Gruppe 1 stellte
die Kontrollgruppe dar (Behandlung mit NaCl), Gruppe 2 wurde mit unfraktioniertem
Heparin, Gruppe 3 mit niedermolekularem Heparin und die 4. Gruppe mit Hirudin behandelt.
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1.2. Narkose und Katheterisierung

Die Anasthesie und Analgesie wurde mit einer Urethan-Ketamin-Narkose durchgefihrt.
Hierfur erhielten die Tiere 150 mg/100 g KG Urethan (Sigma-Aldrich, Steinheim) als
intraperitoneale Bolusinjektion. Nach erfolgter Sedierung wurden 5 mg/100 g KG Ketamin
(Ketavet® Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen) als Einmaldosis intramuskular verabreicht.
Eventuell erforderliche Nachinjektionen zur Aufrechterhaltung der Narkose wurden mit i.p.-
Gaben von jeweils 0.2 ml Urethan durchgefuhrt. Diese Form der Andsthesie hat einen
vernachlassigbaren Effekt auf die Spontanatmung (2), so dass eine Beatmung nicht notwendig

war.

Nach einem medianen, longitudinalen Schnitt durch Haut und pratracheale Halsmuskulatur
wurde die Trachea dargestellt, umschlungen und zwischen zwei Knorpelspangen ertffnet.
Durch diese Offnung wurde ein Polyethen-Mikroschlauch (Innendurchmesser (ID): 1.57 mm,
Aussendurchmesser (OD): 2.08 mm, Portex, England) von circa 3 cm L&nge eingefuhrt, um
die Ventilation der spontan atmenden Tiere zu erleichtern.

Die linke A. carotis communis wurde freigelegt und mit einem Heparin-gespulten Polyethen-
Mikroschlauch (ID: 0.5 mm, OD: 1.0 mm) kantliert. Dieser Zugang diente der direkten und
kontinuierlichen Blutdruckmessung (arterieller Mitteldruck).

Die rechte V. jugularis externa wurde zur Medikamentenapplikation und Floureszenz-
farbstoffgabe ebenfalls mit einem Mikroschlauch katheterisiert. Auch eine Dauerinfusion von
physiologischer NaCl-Lésung (1 ml/h Kochsalzspullésung 0.9%, Delta-Pharma, Boehringer
Ingelheim) wurde durch eine Spritzenpumpe (Perfusor secura FT, B. Braun, Melsungen) tiber

den vendsen Zugang verabreicht.

1.3. Muskelpréaparation

Zunéchst wurde das Versuchstier auf einen Objekttisch aus Plexiglas, der mit dem
Mikroskoptisch des Intravitalmikroskops verschraubt werden konnte, umgelagert. In diesen
Objekttisch war auf einem Sockel ein rundes Objektglas (circa 4 cm?) innerhalb einer mit

Flussigkeit fullbaren Kammer so eingelassen, dass eine Beobachtung im Durchlicht méglich
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war. Uber dieses Objektglas konnte dann spater der aufgeschnittene M. cremaster
ausgespannt werden (Abb. 3).

Videorecorder

CCD- Kamera

Monitor

Abb. 3. Schematische Darstellung des Versuchaufbaus. Die VVorgénge im Geféssbett des M. cremaster werden durch das Intravitalmikroskop
sichtbar gemacht, von der CCD-Kamera erfasst und von dem Videorecorder zur spateren Auswertung auf ein Videoband aufgenommen.

1. Hoden mit Nebenhoden 4. chirurg. Klemme 7. Intravitalmikroskop

2. M. cremaster mit Geféssen 5. Objekttrager

3. mesorchiales Ligament 6. Flussigkeitskammer
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Eine thermostatgeregelte Heizmatte (Elmedex Electronic HB, Bjorklinge, Schweden) mit
angeschlossenem Temperaturfihler (Thermistorfuhler, Yellow Springs Instrument Co.,
Yellow Springs, OH, USA) unter dem Tier verhinderte ein Auskiihlen wahrend der gesamten
Versuchsdauer. Fr alle Ischamiemodelle ist es extrem wichtig, die Temperatur unter strikter
Kontrolle zu halten, weil erstens auch eine nur leichte Temperaturreduktion das Ausmal eines
zu messenden Schadens reduzieren kann (68) und zweitens kann ein (auch nur transienter)
Hitzestress in einer Produktion von heat-shock-Proteinen resultierten und ischamiebedingte
Effekte verfélschen (26). Um auch das aufgespannte M. cremaster-Gewebe auf einer
konstanten Temperatur von 37 °C zu halten, wurde die Flissigkeitskammer des Objekttisches
mit gewarmter, isotonischer Elektrolyldsung durchspilt und die Kammer mit
haushaltsiblicher Klarsichtfolie (Polyethylen, Selina) abgedeckt.

Die M. cremaster-Praparation wurde durchgefihrt in Anlehnung an die Methode von Baez
(11) in einer Modifikation nach Hill (76). Nach Rasur wurde das Skrotum durch eine
paramediane Langsinzision mit Hilfe eines elektrokauterisierenden Messers (Erbe Simplex,
EE Erbe Elektromedizin, Tlbingen) ertffnet. Um ein Austrocknen des Praparates zu
verhindern, wurde es ab diesem Zeitpunkt bis zum Ende der Praparation mit einer Elektrolyt-
Puffer-Losung (Tyrode-Losung) betropfelt. Deren Zusammensetzung war wie folgt: NaCl
131.9 mM, KCI 4.7 mM, CaCl, 2.0 mM, MgCl; 1.2 mM, NaHCO3 18 mM. Diese Superfusion
wurde mit einem Gasgemisch aus 95% NO; und 5% CO, é&quilibriert, um einen konstanten
pH-Wert von 7.35-7.40 zu gewahrleisten.

Durch stumpfe und atraumatische Dissektion erfolgte unter stereomikroskopischer Sicht die
Abpréaparation des Bindegewebes vom Muskel, um spéter eine hochstmogliche Transparenz
des Gewebes sicherzustellen. Als ndchstes wurde mit einer chirurgischen Wundnadel (G
312/16, Acufirm) ein 5/0-USP-Faden (Polyester, Traumatil Catgut GmbH, Markneuen-
kirchen) durch die Spitze des M. cremaster gezogen und der Muskelsack auf der ventralen
Seite von der Spitze bis zur Basis aufgeschnitten. Mit acht bis zehn Befestigungsnahten wurde
der M. cremaster Uber dem Objektglas aufgespannt (Abb. 3). Dabei hatten die Faden eine
Spannung, die gerade so stark war, dass ein regionales Muskelfaserzittern verhindert wurde;
ein Problem, welches bei zu geringer Spannung auftreten kann (11). Zuletzt wurden der
Muskel sowie der zur Seite geschobene Hoden nach Befeuchtung durch die Super-
fusionslosung mit der Klarsichtfolie faltenfrei abgedeckt, sodass das Gewebe keinen Kontakt

zum Luftsauerstoff hatte und ausschliesslich durch den Blutkreislauf versorgt wurde.
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2. Ischamie

Um die Blutzufuhr des M. cremaster zu unterbrechen, konnte ein kleiner Metallbalken, der
zur Gewebeschonung mit einem Polyvinylchloridschlauch umhillt war, auf den Unter-
suchungstisch geschraubt werden. Mit diesem wurde ein kontrollierter Druck auf den Muskel
proximal der Untersuchungsstelle ausgeiibt, sodass der Blutzufluss durch die zufiihrenden
Gefésse unterbrochen wurde (Abb. 3).

Fur die Plazierung des Balkens wurde der Hoden mitsamt dem mesorchialen Ligament und
den darin verlaufenden Gefassen mit einer Pinzette angehoben und in dem Bindegewebe
zwischen dem Ligament und M. cremaster eine Offnung geschaffen. Durch diese wurde der
Metallbalken gefiihrt und mit zwei Schrauben locker befestigt. Um eine Perfusion des
Muskelgewebes aus den Geféassen des mesorchialen Ligaments zu unterbinden, wurde eine
chirurgische Krokodil-Klemme (Aesculap, Tuttlingen) in longitudinaler Richtung zwischen
dem Muskel und dem Ligament positioniert. Anschliessend wurde der Metallbalken unter
mikroskopischer Kontrolle seitengleich soweit abgesenkt, bis der Blutfluss in einer beobach-

teten, distal gelegenen Arteriole sistierte.

3. Aufbau zur Intravitalmikroskopie und zum Videoaufnahmesystem

Fur die Beobachtung der Mikrogefasse und der Leukocyten im M. cremaster wurde ein
Intravitalmikroskop (Leitz, Wetzlar) mit einem 25x-Wasser-Immersions-Objektiv (SW
25/0.60; Leitz, Wetzlar) verwendet, welches fir teleskopische Projektionen modifiziert war
(110). Der bildgebende Strahlengang wurde mit einem Projektionsokular (1,25%*) parallelisiert
und durch ein Biprisma geleitet. Das Bild konnte durch Drehung des Biprismas um die
Langsachse gekippt werden. Nach Passieren des Prismas wurden die Strahlen durch eine

Sammellinse fokussiert.

Das mit einer Videokamera (fur Durchlichtaufnahmen: Videokamera CV-50 CCD, Phillips,
Niederlande, fir Auflichtaufnahmen: Restlichtkamera SEM MXRi 5050, HCS Stemmer
Imaging GmbH, Puchheim) erfasste Bild wurde mit eingeblendetem Versuchsdatum und -zeit
(VTG Videotimer, FOR A LTD, Tokyo, Japan) von einem Videorecorder (S-VHS-Video-

recorder AG 5700; Panasonic, Osaka, Japan) auf eine VHS-Videokassette aufgenommen.
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Gleichzeitig ermdglichte ein Monitor (Sony Videomonitor PVM-122 CE, Japan) eine
sofortige Visualisierung des untersuchten Objektes.

Das System war so aufgebaut, dass zwischen einer Durchlichtbeleuchtung und einer Auflicht-
beleuchtung gewéhlt werden konnte. Fur die vorliegende Studie wurde fiir die Durchmesser-
und Geschwindigkeitsmessung die Durchlichtbeleuchtung verwendet und fur die Leukocyten-
Endothel-Interaktionen die Auflichtbeleuchtung.

Durchmesser- und Geschwindigkeitsmessung:

Als Lichtquelle diente ein stroboskopisches Blitzlichtsystem. Dieses bestand aus einer
Stroboskoplampe, die durch ein Synchronisationsmodul (Strobex Modell 11360, Chadwick
Helmuth, EI Monte, CAL, USA) gesteuert wurde. Dieses wiederum war an das Videosignal
gekoppelt. Das ungerade Halbbild des Videosignals wurde knapp vor dem Halbbildwechsel
und das darauffolgende gerade Halbbild kurz danach belichtet, sodass der zeitliche Abstand
beider Belichtungen 0.5 msec betrug (Doppelblitzverfahren). Durch diese Belichtungstechnik
lassen sich aus Videoaufzeichnungen Geschwindigkeiten von bewegten Objekten ermitteln

(siehe unten).

Leukocyten-Endothel-Interaktionen:

Fur die Darstellung der LEI in Auflichttechnik diente eine 100-Watt Quecksilber-Lampe als
Lichtquelle (HBO-100 W, Zeiss).

Um die Leukocyten sichtbar zu machen, wurde der fluoreszierende Farbstoff Rhodamin 6G
gewahlt. Dieser Farbstoff (Absorbtionsmaximum von Ama= 524 nm) reichert sich in
Mitochondrien an und ist eine etablierte Farbung weisser Blutkdrperchen in-vivo. Die
Visualisierung der Fluoreszenz wurde unter Verwendung eines Zeiss-15-Filterblocks
(Exzitation 546 + 12 nm, Emission > 590 nm) ermdglicht.

Um ein exaktes Wiederfinden der prdischamisch ausgewéhlten Geféassabschnitte zu
ermoglichen, konnte die Position des Mikroskoptisches in horizontaler und vertikaler Achse
kontinuierlich optoelektronisch mittels einer digitalen X/Y-Positionskontrolle bestimmt
werden, wobei die Koordinaten auf dem Monitor eingeblendet wurden (CPAG 600, Elesta
AG Elektronik, Bad Ragaz, Schweiz).
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4. Versuchsdurchfihrung

4.1. Messung systemischer Parameter

Der arterielle Mitteldruck wurde kontinuierlich tber den an einen Druckabnehmer (Statham
P23 Db, Hato Rey, Puerto Rico) angeschlossenen Katheter in der A. carotis communis
gemessen und auf einem Blutdruckmonitor (Servomed, Hellige, Freiburg/Breisgau)
angezeigt. An diesen war ein Herzfrequenzmessgerat (Ratemeter Nr. 6618, Hugo Sachs
Elektronik, Buchheim) angeschlossen. Wéahrend der gesamten Versuchsdauer wurden die
Vitalparameter mit einem Thermodirektschreiber (Recorder 404, W+W Electronic, Scientific
Instruments, Basel, Schweiz) kontinuierlich registriert.

Die systemischen Leukocytenzahlen im vendsen Blut wurden zu Versuchsbeginn und beim
letzten Messzeitpunkt bestimmt. Daflr wurde ein elektronisches Blutzellzahlgerat (Modell
Dn, Coulter Electronics, Herts, England) verwendet.

4.2. Versuchsablauf und Videoaufzeichnung

Der Untersuchungstisch mit dem Versuchstier wurde auf den Mikroskoptisch geschraubt und
nach einer Stabilisierungsphase von 15 min wurden dem Tier 0.2 ml Rhodamin 6G (0.2 g/l
saline, C.l. 45160; Basic Red 1, Sigma-Aldrich, Steinheim) als Bolus Uber den vendsen
Katheter verabreicht (entsprechend 0.5 ml/kg KG).

Unter Durchlicht wurden vier Venolen mit einem Durchmesser von circa 30-50 pm und eine
Arteriole mit einem Durchmesser von circa 20-40 um ausgewahlt und deren Koordinaten
notiert. Fir die Durchmesser- und Geschwindigkeitsbestimmung wurden die Venolen und die
Arteriole fir jeweils 10 sec mit dem Doppelblitzverfahren auf ein Videoband aufgezeichnet.
Um die Leukocyten-Endothel-Interaktionen zu erfassen, wurden die Venolen mit den
floureszierenden Leukocyten unter Auflicht flr jeweils 30 sec auf das Videoband auf-
gezeichnet. Bei den Floureszenzaufnahmen wurde zusétzlich durchfokussiert, um alle Zellen
im Gesichtsfeld einmal scharf abgebildet zu erhalten. Anschliessend wurde der Blutfluss in
dem Muskelgewebe unterbunden. Die Zeit des Ischdmiebeginns wurde protokolliert.

Nach einer Ischdmie von 105 min wurden je nach Versuchsgruppe entweder unfraktioniertes

Heparin, niedermolekulares Heparin, Hirudin oder physiologische NaCl-Ldsung verblindet
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verabreicht. Das heisst, dass der Hauptuntersucher, der die intravitalmikroskopischen
Aufnahmen und die spatere Auswertung durchgefihrt hat, bei der Applikation nicht anwesend
war. Ein zweiter Untersucher hat die Boli und die Infusionslésungen verabreicht. Die
Konzentrationen waren so berechnet, dass alle Infusionslésungen mit 3ml/h verabreicht
wurden, so dass der Hauptuntersucher auch daraus nicht auf die gerade verwendete Substanz
schliessen konnte.

Die Dosierungen (jeweils pro kg KG) waren wie folgt (Bolus; Infusion tber Perfusor):
-Kochsalz (NaCl 0.9 %, Delta-Pharma, Boehringer Ingelheim): 3 ml, 3 ml/h

-UFH ((Heparin-Natrium), Liquemin®, Roche): 400 IE; 100 IE/h

-LMWH ((Enoxaparin), Clexane®, Rhéne-Poulenc Rorer) : 100 IE (anti-FXa IE); 3 ml/h NaCl
-Hirudin ((Lepirudin), Refludan®, Hoechst Marion Roussel): 0.3 mg; 0.15 mg/h

Die Dosierung und Darreichung der drei Antikoagulanzien war so ausgewahlt, dass von
aquipotenten antikoagulatorischen Effekten ausgegangen werden konnte. Die Dosis fir
Hirudin entsprach derjenigen in klinischen Studien mit Hirudin bei ACS (183). Auch die
Dosierungen fur LMWH wurde in Anlehnung an Kklinische Studien, wo dieses als
Antikoagulans bei ACS untersucht wurden, gewahlt (99, 66, 91). Aufgrund der langen
Halbwertszeit des LMWH (16) wurde dieses nur als Einmalbolus mit nachfolgender NaCl-
Infusion verabreicht. Aus Griinden der &quipotenten antikoagulatorischen Potenz lag die
gewahlte Dosis fur UFH bei 400 IE + 100 IE/h. Dieser Wert ergab sich aus den Erfahrungen
mit Hirudin und UFH bei Kardio-Pulmonalen-Bypass-Operationen, wo bei den gewéhlten

Dosierungen vergleichbare antikoagulatorische Effekte erzielt werden.

Nach 120 min Ischamie wurde die Perfusion wiederhergestellt, indem zuerst der Balken
hochgeschraubt und dann die Klemme entfernt wurde. FiUnf Minuten wurden zur
Stabilisierung der Perfusion des Muskelgewebes bis zur ersten Aufnahme abgewartet. Dann
erfolgten wieder Aufnahmen entsprechend der prdischdmischen Aufnahme zu den
Zeitpunkten 5 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min und 90 min Reperfusion.

Nach Beendigung eines Versuches wurde das Tier mit einer intravendsen Gabe von 0.5 ml

Narcoren® (Pentobarbital-Natrium 16 g/100 ml, Rhone Merieux) getétet.
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5. Versuchsauswertung

5.1. Technische Grundlagen

Fur die Auswertung der Aufzeichnungen wurde ein PC-gestitztes Videobildanalysiersystem
verwendet (151, 152). Die Hardware-Bausteine bestanden aus einem Videorecorder
(Panasonic AG-7355, Japan) mit angeschlossenem Bildschirm (PVM-146E, Sony, Japan), ein
dazwischengeschalteter Kontrastverstarker sowie ein IBM-kompatibler Personalcomputer
(PAC OMP), der mit einer Videobild-Prozessorkarte (FG 100 AT, Imaging Technology Inc.,
Woburn, MA, USA) bestuckt war. Diese Prozessorkarte digitalisierte die Videobilder mit
einer acht Bit Auflésung in 512x512 Bildelementpunkte (Pixel) und speicherte die
Information in einen 512x512x12 Bit Bildspeicher. Der Ausgang des Digitalisierers war mit
dem Monitor verbunden. Die Computermaus konnte dabei benutzt werden, um interaktiv
Linien bzw. Areale auf dem Bildschirm festzulegen.

Die Softwareelemente wurden alle in Turbo Pascal (Borland Inc.) und Assembler entwickelt.
Die Messwertergebnisse erschienen am Ende entweder numerisch oder graphisch auf dem
Bildschirm und konnten fiir den spateren Gebrauch in ASCII Textdateien gespeichert werden.
Um Durchmesser oder allgemein definierte Langenbereiche zu messen, konnte interaktiv mit
Hife des Cursors eine Messlinie generiert werden. Diese einblendbare und in Lage und Lange
interaktiv steuerbare Cursorlinie erschien auf dem aktuellen Videobild. Die Prézision und
Genauigkeit der Langenmessung war abhangig von der benutzten Bildvergrésserung und war
am unteren Ende begrenzt durch einen Wert entsprechend 1 Pixel.

Die Blutflussgeschwindigkeit wurde off-line mit Hilfe des Prinzips der raumlichen Korre-
lation ermittelt. Mittels dieser wurde die Wegverschiebung von Helligkeitsintensitatsmustern
(entspricht den Erythrocyten) in einem Geféassabschnitt entlang einer interaktiv definierten
Korrelationslinie innerhalb eines festgelegten Zeitintervalls bestimmt. Dabei wurden die
Intensitatsmuster zweier aufeinanderfolgender Videohalbbilder miteinander korreliert,
dartiber die Wegstrecke s ermittelt und gemaéss v = As/At die Geschwindigkeit des Blutstroms
ermittelt. Da bei kontinuierlicher Lichtquelle und einer 50 Hz Videoaufnahme (entspricht 20
msec Zeitdifferenz der aufeinanderfolgenden Halbbilder) lediglich Geschwindigkeits-
bestimmungen bis maximal 1-2 mm/sec moglich waren, wurde das asynchrone

Doppelblitzverfahren eingesetzt. Mit der damit erreichbaren minimalen Zeitdifferenz von 0.5
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msec zwischen den aufeinanderfolgenden Halbbildern waren Geschwindigkeiten bis circa 50

mm/sec messbar und lagen somit in dem fur die vorliegende Studie notwendigen Bereich.

5.2. Arterielle und vendse Gefassdurchmesser

Fir die Bestimmung der arteriellen und vendsen Durchmesser wurden die im
Doppelblitzverfahren gemachten Aufnahmen verwendet. Mit Hilfe des Cursors wurde inter-
aktiv eine Linie vertikal zur Langsachse des Geféassabschnittes gelegt. Beginn und Ende der
gelegten Linie waren jeweils die Geféssinnenwande. Die gemessenen Werte sind auf eine

Stelle hinter dem Dezimalzeichen gerundet.

5.3. Vendse Blutflussgeschwindigkeiten

Venose Blutflussgeschwindigkeiten wurden off-line mit Hilfe des oben genannten
Programmes ermittelt. Die verwendeten Aufnahmen entsprachen denen, die fir die Be-
stimmung der Gefassdurchmesser benutzt wurden. Die Ergebnisse sind auf eine Stelle hinter

dem Dezimalzeichen gerundet worden.

5.4. Leukocyten-Endothel-Interaktionen

Fur die Bestimmung der Leukocytenzahlen kamen die Aufnahmen in der Floureszenzlicht-
technik zur Anwendung. Fur die rollenden und adhérenten Leukocyten wurde jeweils ein
Gefassabschnitt von 100 um Lange betrachtet, welcher mittels der Cursorlinie (s.0.) bestimmt
wurde.

Ein Leukocyt galt als rollend, wenn er sich standig oder zeitweise deutlich langsamer als der
Blutstrom bewegte. Adhdrent war ein Leukocyt, wenn er sich Uber den gesamten Beobach-
tungszeitraum in dem beobachteten Geféassabschnitt nicht bewegte. Dabei wurden nur
diejenigen rollenden und adhdrenten Leukocyten bericksichtigt, welche sich scharf
abbildeten, sich also im Fokus befanden. Gezahlt wurde (iber einen Zeitraum von 30 sec und
der erhaltene Wert fiir die rollenden Leukocyten wurde mit zwei multipliziert, um den
gewunschten Minutenwert zu erhalten. Die Abspielgeschwindigkeit der Béander wurde

manuell geregelt, um somit eine hohe Prézision beim Z&hlen zu garantieren.
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Abb. 4. Floureszenzaufnahmen einer postkapillaren Venole vor Ischamiebeginn (A), in der friihen Reperfusionsphase (B) und in der spaten
Reperfusionsphase (90 min postischdmisch) (C). Zu sehen ist das Gefdss und intravasale und extravasale Leukocyten (helle Punkte).
Deutlich erkennbar ist die Zunahme an intravasal adhérenten (B) und extravasierten Zellen (C) im zeitlichen Verlauf.
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Bei der Bestimmung der extravasierten Leukocyten wurde ein Gebiet definiert, dessen
Grenzen je 50 um beidseitig der Gefasswénde lag und welches eine L&ngenausbreitung von

150 um aufwies. Aus Prazisionsgriinden wurde dafiir das Bild angehalten. Innerhalb dieses
Gebietes wurden alle extravasalen Leukocyten gezahlt und zwar sowohl diejenigen, die sich
im Focus befanden als auch diejenigen, die beim Durchfokussieren zusétzlich sichtbar

wurden.

6. Statistik

Die statistische Auswertung wurde unter Zuhilfenahme des Computerprogrammes SPSS fur
Windows 9.0 (Statistical Package for the Social Science (SPSS) Inc., Chicago, USA)
durchgefiihrt.

Die erforderliche Fallzahl wurde fir den Hauptzielparameter der adhdrenten Leukocyten fir
eine Power von 0.8 und einem a-Fehler von insgesamt 0.05 bei dreifacher Testwiederholung
(o= 0.05/3 im Einzeltest) berechnet.

Die systemischen Parameter, die Gefassdurchmesser und die vendsen Blutflussgeschwin-
digkeiten sind jeweils als arithmetischer Mittelwert (MW) und Standardfehler des Mittel-
wertes (SEM) angegeben. Das Leukocytenrollen ist als prozentualer Anteil der Ausgangs-
werte (= 100%) wiedergegeben. Die nicht normal verteilten Daten der Leukocytenadhésion
und -emigration sind als Boxplots mit Median und den 5%, 25%, 75% und 95% Perzentilen
angegeben.

Fur die systemischen Parameter Herzfrequenz und arterieller Blutdruck sowie fir die
Gefassdurchmesser wurde eine tabellarische Darstellung gewéhlt. Die Ergebnisse der vendsen
Blutflussgeschwindigkeit und der Leukocyten-Endohel-Interakionen sind graphisch
wiedergegeben.

Zur Uberpriifung auf Signifikanzen wurden die Veranderungen im Zeitverlauf innerhalb einer
Gruppe mit Hilfe des t-Tests bzw. Wilcoxon-Tests hin tberprift. Die Ergebnisse der drei
behandelten Gruppen wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe unter Verwendung des t-Tests
bzw. des Mann-Whitney U-Tests auf Signifikanzen hin tberprift. Alle Testergebnisse wurden
aufgrund der multiplen Vergleiche einer Korrektur nach Bonferroni-Holm unterzogen (80).
Die Abhéangigkeiten der Emigration von einer vorausgegangenen Adhé&sion wurden einer

Korrelationsanalyse unterzogen und durch die Anwendung einer allgemeinen Schétzungs-
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gleichung statistisch ausgewertet (112). Im Einzelnen wurden die Unterschiede in den
Steigungen der Regressionsgeraden unter Zuhilfenahme dieses allgemeinen Modells auf
Signifikanzen hin Uberprift.

Als Signifikanzniveau ist immer p < 0.05 zugrunde gelegt.
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I11. Ergebnisse

1. Systemische Parameter

Herzfrequenz (HF) und mittlerer arterieller Druck (MAD) wurden bei jedem untersuchten
Tier kontinuierlich tber den arteriellen Katheter gemessen und zu den erwéhnten Zeitpunkten
protokolliert.

Zu Versuchsbeginn zeigten die Tiere in allen vier Gruppen vergleichbare Werte fir die
Herzfrequenz (Tab. 1). Weder zwischen den einzelnen Gruppen noch innerhalb einer Gruppe
zeigten sich im weiteren zeitlichen Verlauf signifikante Unterschiede. Bei Ausgangswerten
von 304 + 11 Schlage pro Minute (SpM) erfolgte in allen Gruppen ein Anstieg der HF in der
Reperfusionsphase, der nach 30-45 Minuten ein Maximum erreichte und ungeféhr auf diesem
erhohten Niveau bis zum Versuchsende blieb.

Der mittlere arterielle Druck blieb wéhrend des gesamten Versuchs relativ konstant (Tab. 1).
Alle Gruppen zeigten lediglich geringe Ischamie/Reperfusion-bedingte Schwankungen im
Zeitverlauf der Blutdruckkurven. Ausgangswerte und Werte nach 90 Minuten Reperfusion
waren im Mittel 94 + 13 mmHg und 91 £ 12 mmHg. Auch zwischen den Gruppen waren
keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen.

Die Zahl sowie die Differenzierung der Leukocyten im arteriellen Blut lag bei allen Tieren zu
Versuchsbeginn innerhalb der fur Ratten Ublichen Referenzbereiche. Eine zweite Blut-
untersuchung nach 90 Minuten Reperfusion zeigte bei allen Tieren keine signifikanten

Abweichungen.

2. Venose und arterielle Gefassdurchmesser

120 Minuten Ischdmie sowie 90 Minuten Reperfusion hatten keinerlei signifikante
Auswirkungen auf die Durchmesser der untersuchten postkapillaren Venolen (Tab. 1). Die
Werte der Kontrollgruppe wie auch der drei behandelten Gruppen wiesen einen sehr
ahnlichen Verlauf auf, mit geringen Schwankungen zwischen den einzelnen Gruppen.
Ausgangswerte lagen um die 37 + 1 um und im weiteren zeitlichen Verlauf kam es zu keinen

wesentlichen Anderungen der Gefassdurchmesser (90-Minuten Reperfusion: 36 + 1 pum).
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praisch. 5min 30min 45min 60min 75min 90min

MAD Kontrolle | 95+ 8 103+8 105+8 103+9 99+8 104 +6 100+ 6
[mmHg]

LMWH 96 +5 89+5 90+6 92+6 91+5 90+6 88+6

UFH 96+4 95+6 86+3 95+5 95+5 95+3 89+3

Hirudin 89+4 84+5 87+4 87+4 87+2 825 86t4
HF Kontrolle | 293+30 |310+30 |323+31 |320+29 |325+24 |333+26 |328+25
[min™]

LMWH 205+22 |298+28 [317+21 |330%+22 |315+16 |313+26 | 30830

UFH 328+12 |344+10 (3506 352+17 |[346+16 |[354+11 |348%12

Hirudin 294+20 |324+16 [336+10 [336+16 |[340+13 [328+19 (33014

Diameter | Kontrolle | 35+4 34+5 34+4 36+3 37+£5 36+5 36+4

Arteriole
[um] LMWH 29+4 26 +5 26 +4 25+7 26+ 6 22+6 22+6

UFH 28+8 29+6 275 28+8 26+8 287 21 +7

Hirudin 34+5 32+9 38+5 32+8 337 34+2 36+3

Diameter | Kontrolle | 36 £1 35+1 38+4 402 371 362 372

Venole
[um] LMWH 35+2 36+2 35+2 35+2 34+2 33+2 32+2

UFH 402 36+3 38+3 38+3 38+3 37+2 37+3

Hirudin 36+2 33%2 34+3 35+3 35+%2 35+%3 35%3

Tabelle 1. Verénderungen in den hdmodynamischen Parametern mittlerer arterieller Druck (MAD), Herzfrequenz (HF) und arterieller sowie
vendser Gefassdurchmesser (Diameter) in Ischdamie und Reperfusion.

Wiedergegeben sind die Mittelwerte + SEM der praischdmischen Messung (préisch) sowie der Messungen in der Reperfusionsphase zu den
angegebenen Zeitpunkten in der Kontrollgruppe sowie in den behandelten Gruppen.

Auch auf der arteriellen Seite zeigten sich im ganzen Untersuchungszeitraum nur geringradige
Unterschiede, innerhalb, wie auch zwischen den Gruppen. Die Ausgangswerte der einzelnen
Gruppen streuten ein wenig mehr als bei den vendsen Durchmessern (28 + 8 bis 35 + 4). Im
weiteren zeitlichen Verlauf verénderten sich die arteriellen Diameter innerhalb der vier
Gruppen nur wenig. Auch zwischen den Gruppen waren die mittleren Geféssdurchmesser

nicht signifikant voneinander verschieden.
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3. Venose Blutflussgeschwindigkeiten

In der Kontrollgruppe war die vendse Blutflussgeschwindigkeit 5 min nach Beendigung der
Isch&mie in den untersuchten Venolen mit 0.7 £ 0.1 mm/sec geringer als vor der Ischdmie
(1.9 £ 0.5 mm/sec) (Abb. 5). Im weiteren zeitlichen Verlauf blieben die Geschwindigkeiten
auf vermindertem Niveau. Der 90-Minutenwert der Kontrollgruppe betrug 0.5 £ 0.1 mm/sec.
Die Blutflussgeschwindigkeiten in den Venolen der drei behandelten Gruppen zeigten bei
Vergleich der praischamischen mit den postischamischen Werten sowie im weiteren
postischamischen Verlauf sehr geringe Veranderungen. Die praischamischen Ausgangswerte
lagen bei 1.18 = 0.20 mm/sec (UFH), 1.18 = 0.14 mm/sec (Hirudin) und 1.35 £ 0.30 mm/sec
(LMWH). Beim letzten Messzeitpunkt lagen die Werte bei 1.2 + 0.2 mm/sec (UFH), 1.4 £ 0.2
mm/sec (Hirudin) und 1.0 £ 0.3 mm/sec (LMWH). Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte
beobachtet werden, dass es in allen drei behandelten Gruppen nicht zu dem postischdmischen

Abfall der vendsen Blutflussgeschwindigkeit kam.
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Abb. 5. Venose Blutflussgeschwindigkeiten (in mm/sec) der vier Gruppen mit jeweils n = 5 zu den Aufzeichnungszeitpunkten. Aufgetragen
sind jeweils Mittelwerte + SEM. Die Skalierung der x-Achse entspricht dem Zeitverlauf der Reperfusionsphase in Minuten. BL = Baseline
(praischamischer Ausgangswert)
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4. Leukocyten-Endothel-Interaktionen

Als Leukocyten-Endothel-Interaktionen wurden in dieser Studie das Rollen der Leukocyten
entlang der Gefasswand, die Adhésion der Leukocyten an der Gefasswand und die Extra-
vasation von Leukocyten in den perivasalen Raum angesehen. Die 120-minutige Ischamie
stellte den dafiir notwendigen Reiz dar. Venolen, in denen schon vor der Ischdmie viele
Leukocyten adhérierten (festgesetzt bei n > 8) oder wo schon viele Zellen (n > 5) emigriert
waren, wurden aus der Auswertung herausgenommen.

Die drei behandelten Untersuchungsgruppen zeigten zum Teil signifikante Abweichungen
von der Kontrollgruppe.
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Abb. 6. Rollverhalten der Leukocyten in postkapilldren VVenolen (L&nge des untersuchten Geféssabschnittes: 100 um). Wiedergegeben sind
die postischdmischen Werte als prozentualer Anteil des jeweiligen praischdmischen Ausgangswertes jeder Gruppe (Baseline (BL) =100%).
Die Ausgangswerte in absoluten Zahlen waren wie folgt: Kontrolle: 55.2 + 31.5 Leukocyten (L), UFH: 36.4 £ 17.6 L, LMWH: 36.4 + 17.6
L, Hirudin: 46.9 £ 159 L.
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4.1. Leukocytenrollen

Untersuchter Parameter war die Anzahl der Leukocyten, die sich langsamer als der Blutstrom
entlang der Endothelwand bewegten; dieses ber einen Zeitraum von 1 min und innerhalb
eines Gefassabschnitts von 100 um L&nge (Abb. 6).

In der Kontrollgruppe waren alle Werte fur das postischamische Leukocytenrollen geringer
als der praischdmische Ausgangswert (= 100%). Beim ersten Messzeitpunkt 5 min nach
Beendigung der Ischdmie rollten 79.4 £ 10% Leukocyten und nach 90 min Reperfusion
betrug die Anzahl rollender Leukocyten in der Kontrollgruppe 87.3 + 13.8%.

Alle drei getesteten Substanzen hatten keinen signifikanten Einfluss auf das
Leukocytenrollen. In der mit UFH behandelten Gruppe betrug die Anzahl rollender
Leukocyten beim ersten postischdmischen Messzeitpunkt 95.5 + 9.8%. Im weiteren Verlauf
konnte ein leichter Anstieg in der Zahl rollender Leukocyten beobachtet werden. Nach 90 min
Reperfusion lag der Wert bei 103.6 = 9.6%. In der Hirudingruppe lag der Anteil rollender
Leukocyten 5 min nach Beendigung der Ischdmie bei 101.2 + 7.6%. Bei den folgenden
Messwerten konnte ein minimaler Abwartstrend festgestellt werden, zum letzten
Messzeitpunkt betrug der Wert rollender Leukocyten 97.5 + 10.2%. In der Tiergruppe, die mit
LMWH behandelt wurde, konnte ein milder, aber anhaltender Abwaértstrend im
Leukocytenrollen wahrend der Reperfusionsphase beobachtet werden, der aber nicht
signifikant war. Hier lag der Wert zum ersten postischamischen Messzeitpunkt bei 74.3 £
5.6% im Vergleich zum praischdmischen Ausgangswert. Nach 90 min Reperfusion wurde ein

Wert von 63.6 + 8.7% rollender Leukocyten gemessen.

4.2. Leukocytenadhésion

Untersuchte Zielgrosse war die Anzahl an Leukocyten, die innerhalb eines Gefassabschnittes
von 100 pum Ldange Uber einen Zeitraum von mindestens 30 sec fest an der Gefésswand
hafteten.

Préaischamisch waren in allen Gruppen nur wenige Zellen adhérent. Postischamisch kam es in
der Kontrollgruppe zu einem deutlichen Anstieg der Anzahl adh&renter Zellen (Abb. 7). Ein
Spitzenwert von 13 (Median) wurde nach 60 Minuten Reperfusion erreicht und die Zellzahlen

blieben bis zum Beobachtungsende erhéht (Median von 12 nach 90 Minuten Reperfusion).
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Alle drei verabreichten Substanzen waren gleichermassen in der Lage, die Adhérenz der
Leukocyten bis zum letzten Messzeitpunkt zu verringern.

In der frihen Reperfusion zeigten die applizierten Substanzen dabei zundchst noch keine
sichtbaren Effekte. Wie in der Kontrollgruppe stieg die Anzahl der Zellen nach Beendigung
der Ischamie an. Die mit Hirudin behandelte Gruppe erreichte einen Maximalwert an ad-
harenten Zellen nach 5 min Reperfusion (Median von 9.5), in mit UFH bzw. LMWH
behandelten Tieren nach 30 min (UFH: 9, LMWH: 9). Im weiteren Verlauf kam es dann in
allen drei Gruppen zu einer deutlichen Verminderung der Anzahl adharenter Leukocyten (ab
der 45. Minute signifikant gegentiber der mit NaCl behandelten Gruppe). Der stete Abfall
setzte sich bis zur zur 90. Minute fort, wo die Werte aller drei Gruppen auf &hnlichem Niveau

bei einem Median von 7 adhéarenter Zellen lagen (signifikant gegentber Kontrollgruppe).

4.3. Leukocytenemigration

Untersuchter Parameter war die Anzahl der extravasierten Leukocyten jeweils 50 pm
beidseitig perivaskular der Venole, bei einer Lange des untersuchten Gefassabschnitts von
150 pm.

Ischdmie und Reperfusion induzierten in der Kontrollgruppe einen deutlichen und steten
Anstieg der Zahl emigrierter Leukocyten, von 1 (Median) Zellen zu Beginn auf 22 (Median)
emigrierte Zellen nach 90 min Reperfusion (Abb. 8).

Auch in den drei behandelten Gruppen stieg die Zahl emigrierter Leukocyten innerhalb der
ersten 30 Minuten in der Reperfusionsphase zunéchst an. Im weiteren zeitlichen Verlauf stieg
die Zahl der Leukocyten, die das Gefass verliessen, in der mit Hirudin behandelten Gruppe
gegenuber der Kontrollgruppe geringer an und lag nach 90 Minuten mit einem Median von 15
Zellen signifikant unter dem 90-min-Wert der Kontrollgruppe. Behandlung mit Heparin
wirkte sich dhnlich aus. Auch in dieser Gruppe wurde ab der 30. Minute Reperfusion ein
tendenziell schwdacherer Anstieg der Anzahl emigrierter Zellen gegenuber der Kontrolle
gemessen, der mit einem Median von 16 in der 90. Minute aber nicht signifikant war. Unter
Behandlung mit LMWH kam es nicht zu einer Reduktion der Zahl extravasierter Leukocyten
gegenuber der Kontrollgruppe. Die Anzahl emigrierter Zellen stieg in der Reperfusionsphase

deutlich an und erreichte in der 90. Minute einen Medianwert von 23.
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4.4. Leukocytenemigrationseffizienz

Die Abhéngigkeit der Leukocytenemigration von einer vorausgegangenen Adhasion kann als
Wahrscheinlichkeit oder Potenz angesehen werden, mit der ein adhérenter Leukocyt nach-
folgend in das umliegende Gewebe emigriert. Dies wird als Emigrationseffizienz bezeichnet.
Die Regressionsanalyse der adh&renten gegentiber den emigrierten Leukocyten berucksichtigt
dabei den zeitlichen Abstand zwischen Adhdsion und Emigration, welcher fir vorliegende
Studie bei 30 min angesetzt wurde. Die Steigung der Regressionsgeraden reprasentiert dann

die Effizienz von adhdrenten Zellen, nachfolgend ins Gewebe zu emigrieren.
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Abb. 9. Abhéngigkeit der Leukocytenemigration von einer vorausgegangenen Leukocytenadhésion (Emigrationseffizienz)

Aufgetragen sind auf der x-Achse (numerische Skalierung) die Anzahl der adharenten Zellen in den verschiedenen Gruppen (Kontrolle,
LMWH, UFH, Hirudin) und auf der y-Achse (numerische Skalierung) die Anzahl emigrierter Zellen mit einer zeitlichen Verzdgerung von 30
min. Die Steigung der ermittelten Regressionsgeraden gibt die Emigrationseffizienz wieder.
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In der Kontrollgruppe zeigt sich eine deutliche Abhangigkeit der Emigration von der voraus-
gegangenen Adhésion (R = 0.53, p < 0.001) mit einer Steigung (entspricht der Emigrations-
effizienz) der Regressionsgeraden von 1.21 (Abb. 8). In der mit LMWH (R = 0.48, p < 0.001)
und in der mit UFH (R = 0.42, p < 0.024) behandelten Gruppe zeigten sich keine Unter-
schiede zur Kontrollgruppe. Die Werte fur die Steigung der Regressionsgeraden betragen 1.51
fir LMWH und 1.74 fir UFH. In der mit Hirudin (R = 0.23, p < 0.70) behandelten Gruppe
war die Steigung der Regressionsgeraden mit 0.12 signifikant geringer als in der

Kontrollgruppe.
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V. Diskussion

Die hier vorliegende Studie kam zu folgenden Ergebnissen:

1. Ischdmie und Reperfusion fiihren in einem Skelettmuskelmodell der Ratte zu einer
Leukocytenaktivierung und nachfolgender Leukocyten-Endothel-Interaktion als sichtbares
und quantifizierbares Korrelat eines I/R-Schadens.

2. Die drei getesteten Antikoagulanzien UFH, LMWH und Hirudin fuhren in den gegebenen
Dosierungen zu einer Abschwachung der LEI und somit zu einer Verringerung des I/R-
Schaden gegentiber der Kontrollgruppe.

3. Bei der Betrachtung der einzelnen Stufen der Leukocyten-Endothel-Interaktionen zeigen
sich zum Teil deutliche Unterschiede bei den untersuchten Substanzen: Es konnte durch keine
der getesteten Substanzen ein hemmender Effekt auf das Leukocytenrollen beobachtet
werden. Trotzdem waren alle drei untersuchten Antikoagulanzien in der Lage, den post-
ischdmischen Anstieg der Leukocytenadhésion signifikant und quantitativ in &hnlichem
Umfang zu verringern. In ihrem Einfluss auf die Leukocytenemigration dagegen
unterschieden sich die einzelnen Substanzen. Unter der LMWH-Therapie kam es zu keiner
Verringerung der postischamischen Leukocytenemigration im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Unter der UFH-Therapie war eine leichte Verringerung der Leukocytenemigration zu
beobachten, doch hatte UFH keinen Effekt auf die Emigrationseffizienz. Hirudin zeigte als
einzige Substanz eine signifikante Senkung in der Leukocytenemigration gegeniber der
Kontrollgruppe und wirkte sich auch inhibierend auf die Emigrationseffizienz adhéarenter

Leukocyten aus.

1. Diskussion der Methodik

Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um den Einfluss der Antikoagulanzien auf I/R-
bedingte Verénderungen in einem Gesamtorganismus mit lokaler Ischdmie und Reperfusion
zu untersuchen. Dabei ging es um den quantitativen Vergleich der antiinflammatorischen
Effekte der untersuchten Antikoagulanzien auf zellulérer Ebene. Die Resultate zeigen einen

maoglichen zusétzlichen Mechanismus fur die in klinischen Studien beobachteten tiberlegenen
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Effekte von Hirudin gegentber den Heparin (183). Vorliegende Studie konnte beobachten,
dass Hirudin im Vergleich zu UFH und LMWH spezifische inhibitorische Effekte auf die
Emigration adhérenter Leukocyten austbt, wahrend Leukocytenrollen und die Adhésion nicht
unterschiedlich beeinflusst werden.

Durch den Einsatz der Intravitalmikroskopie war es moglich, die lokal auftretenden zelluldren
Effekte zu beobachten und zu quantifizieren. Solche lokalen Effekte sind in-vitro nicht
nachzuweisen. Die mdglichen zugrundeliegenden Mechanismen der in dieser Studie
gemachten Beobachtungen auf einem subzellularem oder molekularem Niveau sind in der

Literatur bereits zahlreich beschrieben worden.

Die vorliegende Studie ist rein experimenteller Natur und hatte das Ziel zu untersuchen, ob
Antikoagulanzien mit unterschiedlichen Wirkmechanismen die inflammatorischen Reak-
tionen nach I/R unterschiedlich beeinflussen kénnen. Dazu wurde ein Experimentalmodell
mit sorgféltig kontrollierten Bedingungen von Ischamie und Reperfusion gewahlt. Ob diese
Effekte auch klinisch bei der Behandlung von Patienten mit ACS auftreten oder gar das
Outcome dieser Patienten beeinflussen kdnnen, kann aus den Ergebnissen nicht abgeleitet
werden. Dies gilt um so mehr, als die Antikoagulanzien in der Klinik mit
Thrombocytenaggregationshemmern, wie ASS, Clopidrogel oder GP lla/lllb-
Rezeptorblockern, kombiniert werden, welche ebenfalls antiinflammatorisch wirken kénnen
(25).

Die Dosierung fur Hirudin wurde in Anlehnung an klinische Studien gewahlt, bei denen
Hirudin als Antithrombin bei Akuten Koronarsyndromen untersucht wurde und ein
uberlegener Effekt des Hirudins tiber UFH beobachtet werden konnte. Auch die verwendete
Dosierung fir LMWH (100 anti-FXa-IE/kg) stammt aus klinischen Studien tber LMWH bei
ACS mit Dosierungen von 100-120 IE (66, 91, 99). Von diesen Studien stammt auch das
verwendete Dosierungsschema des LMWH, bei denen es als einmalige Bolusinjektion

gegeben wurde und nicht, wie bei dem UFH und Hirudin mit anschliessender Infusion.

Zielparameter der Studie war der Vergleich der antiinflammatorischen Effekte wvon
Antikoagulanzien. Um diesen Zielparameter untersuchen zu kdnnen, mussten Dosierungen

gewdhlt werden, bei denen von dquipotenten antikoagulatorischen Effekten ausgegangen
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werden kann, so dass etwaige Unterschiede der getesteten Substanzen durch unterschiedlich
ausgepragte antithrombotische Effekte ausgeschlossen werden kénnen.

Um eine dquipotente antithrombotische Wirkung zu erreichen, wurde UFH in einer Dosis
verwendet, bei der es nach klinischer Erfahrung aus der Herzchirurgie mit Koronar-
Pulmonalem-Bypass zu einer vergleichbaren antikoagulatorischen Wirkung im Vergleich zum
Hirudin kommt. Dabei handelt es sich um Werte, die deutlich héher sind als bei den in
Klinischen Studien mit ACS verwendeten Dosierungen (183). Die Behandlung des ACS mit
ST-Elevation besteht zur Zeit regelhaft aus einer Kombination von antihrombocytéren und
Antithrombin-Pharmaka. Wegen der hoheren Blutungskomplikationsrate bei Kombination mit
einem GP lla/llIb-Rezeptorhemmer in der klinischen Medizin musste die Dosierung von UFH
immer weiter zurtickgenommen werden und entspricht demnach auch nicht der in

vorliegender Studie verwendeten Dosierung.

Fur Dosierungen mit &quipotenten antithrombotischen Wirkungen der drei Substanzen
mussten die Erfahrungswerte aus der Herzchirurgie genommen werden, weil der direkte
Vergleich anhand von Messungen problematisch ist. In der Klinik erfolgt die Uberwachung
der antikoagulativen Effekte durch Bestimmung von Gerinnungsaktivitaten. Eine LMWH-
Therapie kann durch die anti-Xa-Aktivitat iberwacht werden, wéhrend zur Kontrolle von
UFH-Effekten die aPTT oder ACT (activated clotting time) benutzt wird. Fir das Hirudin
kommt die Ecarin Clotting Time zum Einsatz. Ein Vergleich der antikoagulativen Effekte der
untersuchten Substanzen mit diesen Testverfahren ist aber nicht moglich, da sich die
einzelnen Tests nicht miteinander vergleichen lassen. Selbst die ACT-Tests beim UFH sind
nicht miteinander vergleichbar, da sich die Ergebnisse je nach verwendeter apparativer
Ausristung unterscheiden. Das in vorliegender Studie verwendete Applikationsschema wurde
aus klinischen Studien Gbernommen, bei denen LMWH und Hirudin auch nach einem fixen
Schema appliziert werden, ohne die Effekte bei jedem einzelnen Patienten zu liberwachen.
Deshalb wurde die verwendete Applikationsmethode in vorliegender Studie als addquat und
ausreichend angesehen, um antikoagulativ gleiche Ausgangsbedingungen zu erreichen, so
dass sich etwaige Unterschiede in den Ergebnissen auf zusétzliche, alternative Effekte

zurickfihren lassen.
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Aus mehreren Griinden konzentrierten sich die Untersuchungen der vorliegenden Studie auf
die Leukocyten-Endothel-Interaktionen. Zum einen sind sie ein gut quantifizierbarer
Parameter von I/R-bedingtem Schaden. Das Leukocytenverhalten als Zielgrosse zu wahlen
erscheint angesichts der Bedeutung der Leukocyten fur die inflammatorischen Reaktionen
beim I/R-Schaden gerechtfertigt. Die zugrundeliegenden Mechanismen und beteiligten
Molekiile der LEI bei Ratte (und anderen Sdugetieren) und Mensch entsprechen sich (156), so
dass Erkenntnisse aus Tieruntersuchungen grundsétzlich auf den Menschen Ubertragen

werden kdnnen.

Die Intravitalmikroskopie des M. cremaster ist eine etablierte und geeignete Methode zur
Darstellung der Mikrozirkulation und der Leukocyten-Endothel-Interaktionen, da der Muskel
ohne grossere chirurgische Prozeduren zuganglich ist und wegen seiner geringen Schichtdicke
ein geeignetes Gewebe fir die Durchlichtmikroskopie darstellt (177).

Doch trotz der Vorteile eines M. cremaster-Modells weist es im Hinblick auf diese Studie
auch Nachteile auf. Einer der Hauptgriinde, den M. cremaster als Untersuchungsobjekt zu
wahlen, ist die Mdglichkeit, in-vivo-Effekte von I/R in einem Skelettmuskel zu untersuchen.
Ein entsprechendes Modell mit Herzmuskelgewebe ist bis dato noch nicht etabliert. Doch
muss erwahnt werden, dass die Ubertragbarkeit auf kardiale Problemstellungen
Schwierigkeiten mit sich bringt. In beiden Féllen handelt es sich zwar um quergestreifte
Muskulatur, so dass sich die Leukocyten-Endothel-Interaktionen in beiden Geweben
entsprechen. Ausnahmen in den Mechanismen der Leukocytenrekrutierung stellen Organe mit
besonderen Blutkreislaufen wie die Lunge oder die Leber dar (193, 167). Doch weist auch das
Myokard Besonderheiten auf. VVor allem ist die Perfusion des Myokards nicht kontinuierlich
wie im Skelettmuskel, sondern phasisch mit arteriell diastolischer Dominanz und vends
systolischer Dominanz (77). Doch trotz der unterschiedlichen Blutflusscharakteristika von
Skelettmuskel und Myokard konnten Studien zeigen, dass die zugrundeliegenden

Mechanismen der Leukocyten-Endothel-Interaktionen dadurch nicht beeinflusst werden (64).

Die Verénderungen in der Hdmodynamik als auch in der Leukocytenrekrutierung wurden im
Anschluss an die Mikroskopie off-line durch Auswerten der aufgenommenen Videob&nder

ausgewertet. Diese Methode der Auswertung ist per se subjektiv und somit potentiell
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storanféllig in Hinblick auf Ergebnisverzerrungen. Deshalb wurden zur Reduktion systema-
tischer Fehler die einzelnen Gruppen unter verblindeten Bedingungen in Kontroll- und
Substanzgruppen eingeteilt und zusatzlich wurden die Videoaufzeichnungen von einem
unabhéngigen Untersucher ein zweites Mal ausgewertet, wobei es zu Ubereinstimmenden

Ergebnissen kam.

Zur Visualisierung der Leukocyten wurden diese mit dem Floureszenzfarbstoff Rhodamin 6G
angeférbt. Dieser Farbstoff kann zur Darstellung von LEI nachteilig sein. Unter anderem
konnte gezeigt werden, dass Rhodamin 6G Leukocytenrollen und -adhdsion in postkapilléren
Venolen induzieren kann, wenn eine hochenergiereiche Lichtquelle verwendet wird (161).
Aus diesem Grund wird gefordert, eine leistungsfahige Restlichtkamera zu benutzen, um die
Intensitat der Lichtquelle nicht die kritische Obergrenze Ubersteigen zu lassen (161). Mit der
Wahl der in dieser Studie verwendeten Restlichtkamera SEM MXRi 5050 wurde dieser
Forderung Rechnung getragen.

Daneben ist bekannt, dass Rhodamin 6G einen inhibitorischen Einfluss auf die Transmi-
gration von Leukocyten ausiiben kann (1). Dies wurde aber bisher nur fir Monocyten
beschrieben und nicht fir die neutrophilen Granulocyten. In der vorliegenden Studie wurden
vorwiegend PMNs beobachtet, da Monocyten im Gegensatz zu den PMNSs nur einen geringen
prozentualen Anteil der Blutleukocyten ausmachen und ausserdem in Studien gezeigt werden
konnte, dass in postkapillaren Venolen nach Aktivierung in der Frihphase die PMNs den
Grossteil der rollenden Leukocyten ausmachen (180). Aus diesen Griinden erschien die Wahl
des Floureszenzfarbstoffes gerechtfertigt.

2. Diskussion der Ergebnisse

2.1. Systemische Parameter

Der mittlere arterielle Druck und die Herzfrequenz jedes Versuchtieres wurden kontinuierlich
registriert, wobei wahrend der gesamten Versuchsdauer von 4.5 h keine wesentlichen
Veranderungen der Vitalparameter zu beobachten waren. Hauptbeweggrund der Registrierung
war die Moglichkeit, diese Parameter als Bezug fir vergleichbare Ausgangsbedingungen fur

die Versuchsreihe heranzuziehen. Gleiche Ausgangsbedingungen sind eine VVoraussetzung fur
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die Vergleichbarkeit aller gemessenen Daten. Daher kam es darauf an, signifikante Unter-
schiede zwischen den Vitalwerten der Tiere zu Versuchsbeginn als auch im Zeitverlauf
ausschliessen zu konnen.

Daneben diente die Messung der Kontrolle der vitalen Funktionen des gerade untersuchten

Tieres, um bei akuter Verschlechterung rasch Gegenmassnahmen einzuleiten zu kdnnen.

2.2. Hamodynamische Parameter

In vorliegender Studie wurde 5 Minuten nach Beginn der Reperfusion die erste post-
ischamische Aufnahme gemacht. Diese Zeitspanne war aus technischen Grinden notwendig.
In den ersten Minuten herrschte eine ausgespochene Heterogenitat im Blutfluss. In einigen
Venolen und auch Arteriolen war postischamisch ein normaler Fluss zu beobachten, in
anderen, zum Teil direkt angrenzenden, floss das Blut nur sehr stockend oder sistierte und der
Fluss erholte sich erst nach ein paar Minuten. Obwohl in der Literatur eine postischamische,
arterielle VVasokonstriktion in einem M. cremaster-Modell beschrieben wird (170), lassen sich
die in vorliegender Studie beobachteten Perfusionsunterschiede in der frihen postischadmi-
schen Phase nicht auf eine I/R-bedingte Tonusverédnderung zurlckfihren, da sich in der
Reperfusionsphase die arteriellen als auch die venésen Durchmesser kaum veranderten, wie
die Ergebnisse vorliegender als auch weiterer Studien zeigen (140, 155).

Eine weitere, beobachtete Verdnderung in der Hamodynamik war ein Abfall der vendsen
Blutflussgeschwindigkeit in der Kontrollgruppe auf fast 30% des Ausgangswertes.
Verénderungen der vengsen oder arteriellen Durchmesser konnen aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse ausgeschlossen werden. Am wahrscheinlichsten ist die Reduktion der vendsen
Blutflussgeschwindigkeit auf Verdnderungen im Kapillarsystem zuriickzufiihren. Ischéamie
und Reperfusion kénnen eine endotheliale oder perivaskulare Odembildung in den Kapillaren
mit resultierender Beeintrachtigung des Blutflusses induzieren (125). Zusétzlich zeigen durch
I/R aktivierte PMNs eine Verringerung ihrer Verformbarkeit und kdnnen deshalb kapillare
Gefdsse verstopfen, ein Phanomen, dass als ,,capillary plugging* bezeichnet wird (71). Diese
resultierenden Storungen im Blutfluss des Kapillarbettes wirken sich dann auch auf den
Blutfluss in den nachgeschalteten Venolen aus, auch wenn diese morphologisch unveréndert
erscheinen. Vorliegende Studie hat das Kapillarsystem nicht untersucht, sodass die Uber-

legungen spekulativer Natur sind. Ebenso hypothetisch sind die Erklarungen, weshalb unter
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Gabe der Antikoagulanzien keine postischamischen Verdnderungen in der Blutfluss-
geschwindigkeit auftraten. Wahrscheinlich ist dies auf antithrombotische Effekte der

Antikoagulanzien im Kapillarsystem zurtickzufihren.

2.3. Leukocyten-Endothel-Interaktionen

Leukocyten sind die hauptsachlichen Mediatoren in I/R-induzierter Inflammation. Sie
beinhalten ein ausgeprégtes zytotoxisches Potential durch synergistische Effekte von
exocytosierten Granulabestandteilen und der Bildung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten
(69). Die intravaskulare Aktivierung von Leukocyten und deren inflammatorischer
Rekrutierung spielt daher eine grundlegende Rolle in der Initiierung und Entstehung von I/R-
Schéden (30, 52, 67, 164). Dartiberhinaus konnte in experimentellen Studien deutlich gezeigt
werden, dass eine Inhibition der Leukocytenaktivierung und -rekrutieurng zu einem
verminderten I/R-Schaden beitrégt (27, 30, 69, 207).

2.3.1. Leukocytenrollen

Die Beobachtung des Rollverhaltens der Leukocyten in den postkapillaren Venolen liess
erstens erkennen, dass die praischdmischen Ausgangswerte in allen Gruppen sehr hoch und
sehr heterogen waren und dass Ischamie und Reperfusion keinen sichtbaren Anstieg der
Rollzahl induzierten. Zweitens zeigte sich, dass keine der getesteten Substanzen eine
signifikante Reduktion des postischamischen Leukocytenrollens im Vergleich zur
Kontrollgruppe bewirkte (Abb. 6).

Der hohe Anteil an rollenden Leukocyten vor Beginn der Ischamie lasst sich am ehesten mit
dem Studiendesign begriinden. Das M. cremaster-Modell ist fir eine Beobachtung von
Leukocyten-Endothel-Interaktionen in I/R nicht optimal, da die Praparation und Auslagerung
des Muskels, wie atraumatisch auch vorgegangen wird, per se einen, wenn auch milden
Entzlindungsreiz darstellt. Dieser ist in der Lage, einen gewissen Aktivierungsgrad des
Endothels zu bewirken (im Sinne einer erhohten Leukocytenrollrate), aber diese rollenden

Zellen wirden ohne Persistenz des Stimulus in den intravaskularen Pool zurlickkehren, ohne
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weiterfolgende Veranderungen am Endothel oder Gewebe zu bewirken. In der vorliegenden
Studie war, bedingt durch die Préparation, eine hohe Anzahl rollender Zellen préaischamisch
zu beobachten, aber eine sehr geringe Anzahl an adhérenten oder emigrierten Zellen. Dieses
Phédnomen des préaparationsbedingten Leukocytenrollens zeigte sich u.a. auch in anderen
Studien aus dem gleichen Labor, wo aber auch beobachtet werden konnte, dass es mit
zunehmender L&nge des Zeitraumes zwischen Prdparationsende und Aufzeichnungsbeginn
ricklaufig war (155). Angesichts der langen Zeitspannen fiir die Ischdmie und Reperfusion im
vorliegenden Versuchsprotokoll musste die Stabilisierungsphase kurz gehalten werden (15
min), um nicht gegen Ende des Versuches eine Verschlechterung des Praparates hinnehmen

zu missen, sodass eine Auswertung nicht mehr in Frage gekommen waére.

Eine weitere Beobachtung des Leukocytenrollens war, dass die Zahlenwerte in den
untersuchten Venolen aller vier Gruppen stark streuten. Dieses Phanomen war praischamisch
als auch postischdmisch zu beobachten und ist verantwortlich fir die hohen
Standardabweichungen in den Ergebnissen. Diese Beobachtung findet sich auch in den
Ergebnissen anderer Studien mit Leukocytenrollen in I/R. Zum Beispiel wird in einer
experimentellen Studie eine ausgesprochene und nicht nach Gauss normalverteilte
Heterogenitat im Leukocytenrollen in einem Mesenterium-1/R-Modell mit préischamischen
Werten von 12-188 rollenden Zellen/min beschrieben (180). Auch in einem I/R-Modell mit
M. cremaster konnten solche Beobachtungen gemacht werden (170). Doch wenn man in
vorliegender Studie jede Gruppe einzeln fur sich nimmt, ist festzustellen, dass das
Rollverhalten konsistente Einzelverldufe zeigte und in den einzelnen Untersuchungseinheiten
in sich konsistent war.

In vorliegender Studie konnte beobachtet werden, dass I/R keinen Anstieg in der Zahl
rollender Leukocyten in der Reperfusionsphase induzierte. In der Literatur finden sich zwar
Studien, in denen auch beobachtet wurde, dass es postischamisch zu keinem Anstieg des
Leukocytenrollens kam (170). Dennoch ist bekannt, dass I/R ein Leukocytenrollen induziert
(155). Es ist anzunehmen, dass Ischamie und Reperfusion in vorliegender Studie keinen
zusatzlichen Reiz fur das Leukocytenrollen darstellten, aber dafiir starke Induktoren der

Leukocytenadhé&sion und -emigration waren.
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Interessanterweise war durch keine der getesteten Substanzen eine signifikante Verringerung
des postischdmischen Leukocytenrollens zu beobachten. In der Literatur ist jedoch vielfach
beschrieben, dass unfraktioniertes Heparin ein Inhibitor von Leukocytenrollen ist (108, 180,
206). Verschiedene zugrundeliegende Wirkmechanismen werden dabei diskutiert:
Leukocytenrollen ist selektinabhangig und UFH inhibiert die Bindung von P- und L-Selektin
an ihre physiologischen Liganden (137, 95), woraus eine Inhibition des Rollens resultieren
kann. Die erhohte Expression von P-Selektin wahrend langerandauernder I/R ist ein Resultat
der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (205) und kirzlich wurde beschrieben, dass
UFH auch spezifisch die Aktivierung dieses Faktors zu inhibieren vermag (185). Doch
kommt zumindest als Ursache der Reduktion von Leukocytenrollen der Mechanismus Uber
die Inhibition von NF-«xB bei kurzen Ischamien wie in vorliegender Studie nicht zum Tragen.
Schliesslich ist neben den bereits diskutierten Induktoren FXa und Thrombin auch das
Komplementsystem (132) am Zustandekommen von Leukocytenrollen beteiligt und auf alle
Agonisten bt UFH einen inhibitorischen Einfluss aus.

Dass UFH in vorliegender Studie keinen Effekt auf das Leukocytenrollen hatte, kann
verschiedene Ursachen haben: Zum einen kann der Grund in der Dosierung (400 IE/kg KG +
100 IE/kg KG/h) liegen. Es lasst sich nicht ausschliel3en, dass diese Dosierung des UFH in
vorliegendem 1I/R-Modell des M. cremaster der Ratte keinen Effekt zeigt. Wie Xie und
Kollegen zeigen konnten, ist der inhibitorische Effekt von UFH auf das Rollen nicht linear
konzentrationsabhédngig, sondern zumindest biphasisch (206). Sehr geringe Dosierungen (2
und 20 IE/ml) und sehr hohe Dosierungen (1000 IE/ml) inhibierten Rollen in mesenterialen
Venolen von Ratten, wéhrend Dosierungen dazwischen weniger effektiv waren. Es ist eine
Limitation dieser Studie, dass kein Monitoring der UFH-Aktivitat durchgefiihrt worden ist
und somit nicht bekannt ist, welche genaue Plasmakonzentration in dem jeweiligen
Versuchstier vorgelegen hat. Die genaue Konzentration von UFH in einem Organismus ist
aufgrund der vielseitigen Interaktionen dieses grossen Molekils mit Plasmaproteinen und PF4
schwer nur aufgrund der anfénglichen Dosierung vorherzusagen. Es ist nicht bekannt, wie
stark diese Interaktionen bei der Ratte ausgebildet sind, so dass der ausgebliebene Effekt auf
das Leukocytenrollen auf eine dafuir nicht optimale Konzentration des UFH zuriickgefuhrt
werden konnte. Weitere Hinweise flr ein konzentrationsabhangiges Ausbleiben des UFH-

Effektes liefern Studien, die gezeigt haben, dass UFH je nach Konzentration sogar
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ambivalente Effekte aufweist (141, 94). Zum Beispiel wurde in einem in-vivo-Modell
beobachtet, dass UFH in niedrigen Dosierungen, wie sie klinisch gebrduchlich sind, zu einer
leichten PMN-Aktivierung fiihrte, wahrend hohere Dosierungen eine Verringerung bewirkten
(94).

Neben einem konzentrationsbedingten Ausbleiben eines inhibitorischen Effektes auf das
leukocytare Rollen kann hypothetisch auch die Interaktion mit dem Antithrombin 111 als
Erklarung herangezogen werden. Zahlreiche Studien belegen einen inhibitorischen Effekt von
ATIII auf das Leukocytenrollen (144, 203). Dass in vorliegender Studie ein Bindungspartner
des Antithrombin 111 wie das UFH keine Wirkung auf das Rollverhalten zeigt, lasst vermuten,
dass kein dafur optimales Konzentrationsverhéltnis zwischen den beiden Substanzen
vorgelegen haben konnte oder der spezifische inhibitorische Effekt des ATIII durch Bindung
von UFH an ATIII inhibiert wurde.

In der vorliegenden Studie zeigte LMWH als einzige Substanz einen anhaltend milden, nicht
signifikanten inhibitorischen Effekt auf das postischdmische Leukocytenrollen. Studien
konnten zeigen, dass LMWH direkt an P- und L-Selektin binden kann und so eine Interaktion
mit den naturlichen Liganden zu inhibieren vermag (95). Doch ist diese Bindung viel geringer
als beispielsweise beim UFH ausgepragt und da UFH das Rollen nicht beeinflusst, fallt es
schwer, die direkte Bindung an P- und L-Selektin als Erklarung fir den beobachteten Effekt
heranzuziehen. Wahrscheinlicher ist die leichte Abschwachung der Leukocytenrollrate auf die
anti-Xa-Aktivitat, in der sich LMWH von den anderen beiden Substanzen unterscheidet,
zuruckzufihren. Eine PAR-2-Aktivierung ist unter anderem assoziiert mit einer Freisetzung
des von-Willebrand-Faktors und einer Mobilisation von P-Selektin an die Zelloberflache (73,
40), so dass eine Forderung des Leukocytenrollens durch eine PAR-2-Aktivierung als
wahrscheinlich gilt. Auch eine weitere Studie konnte zeigen, dass PAR-2-Rezeptoren einen
Einfluss auf das Leukocytenrollverhalten haben (191). Uber seine anti-Xa-Aktivitat kann nun
LMWH zu einer verringerten PAR-2-Aktivierung beitragen und so die Anzahl rollender
Leukocyten senken. Da auf der anderen Seite aber weitere potente Mediatoren das Rollen

induzieren, ist LMWH nur fahig, eine milde Senkung der Rollrate zu bewirken.
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Auch der direkte Thrombininhibitor Hirudin zeigte keinen Effekt auf das Leukocytenrollen.
Obwohl durch Thrombin via P-Selektin-Expression ein Rollen in I/R induziert wird, scheint
eine alleinige Blockade des Thrombins nicht auszureichen, das Rollen in-vivo effektiv zu
unterdricken. Das l&sst vermuten, dass noch weitere Faktoren, die nicht durch die anti-
Thrombin-Aktivitat des Hirudins beeinflusst werden, am Zustandekommen des Rollens,
zumindest in diesem Skelettmuskelmodell von I/R-Schaden, beteiligt sind, und dass trotz
Blockade des Thrombins, auch wenn es der bedeutendste Induktor sein sollte, noch gentigend
andere Stimuli fir das Rollen vorhanden sein missen. Es ist bekannt, dass neben Thrombin
auch reaktive Sauerstoffspezies, Histamin oder Leukotriene endotheliales P-Selektin
hochregulieren und damit ein Leukocytenrollen induzieren kdnnen (203).

Eine zweite Erklarung dafur, dass das Rollen von Hirudin nicht beeinflusst wird, kann in dem
Modell der vorliegenden Studie begriindet sein. Wie beschrieben waren die praischdmischen
Werte flr das Leukocytenrollen schon sehr hoch und wurden als inflammatorische Reaktion
auf das Trauma der Praparation gedeutet. Der praparationsbedingte Reiz fiihrte zu einer
Endothelaktivierung mit P-Selektin-Expression und folglich zu einer Induktion von
Leukocytenrollen. Hirudin interagiert nicht direkt mit den Selektinen, sondern verhindert,
dass Thrombin eine P-Selektin-Expression und somit ein Rollen induzieren kann. Da Hirudin
laut Protokoll 15 min vor Beendigung der Ischdmie appliziert wurde, 18sst sich schlussfolgern,
dass das Hirudin als direkter Thrombininhibitor gar nicht mehr inhibitorisch auf das Rollen
wirken konnte, da die Hochregulation des P-Selektins schon vor der Hirudingabe

stattgefunden hat.

2.3.2. Leukocytenadhésion

Die Anzahl adhdrierender Leukocyten in der postischdmischen Reperfusionsphase stieg in
allen vier Gruppen an. Diese adh&renten Zellen sind in der Lage, weitere inflammatorische
Prozesse im Rahmen endothelialer Aktivierung zu vermitteln. Trotz unterschiedlicher
Wirkmechanismen waren alle drei getesteten Antikoagulanzien in der Lage, die

postischamische Leukocytenadhé&sion zu reduzieren.

Verglichen mit der Kontrollgruppe verringerte LMWH trotz seiner geringeren anti-Thrombin-

Aktivitat die Zahl adh&renter Zellen in &hnlichem Umfang wie die Thrombininhibitoren UFH



56

und Hirudin. Offensichtlich wird die geringere anti-Thrombin-Aktivitdt des LMWH durch
den inhibitorischen Effekt auf die FXa vermittelte Expression bzw. Aktivierung von
Ahasionsmolekilen ausgeglichen (166), so dass eine quantitativ vergleichbare antiadhasive
Aktivitat wie die der Thrombininhibitoren UFH und Hirudin resultiert. Diese, die Adhé&sion
inhibierende Wirkung des LMWHs entspricht in-vitro-Versuchen, die gezeigt haben, dass
LMWH in Konzentrationen, die derjenigen in der vorliegenden Studie entsprechen, die PMN-

Adhasion an aktivierte EC signifikant zu inhibieren vermag (106).

Die in dieser Studie gemachte Beobachtung des inhibitorischen Effektes auf die Adhé&sion
durch UFH zeigte sich auch in anderen Studien, wo eine antiadh&sive Wirkung des UFH in-
vitro (106, 174) und in-vivo (185) beschrieben wurde. Vorliegendes in-vivo Modell war nicht
daflir gedacht, den genauen molekularen Mechanismus zu beleuchten, wie genau UFH
antiadhésiv wirkt. Deshalb konnen die zugrundeliegenden mdglichen Mechanismen nur
spekulativ diskutiert werden:

Den bedeutendsten Beitrag zur antiadhdsiven Wirkung des UFH liefert nach derzeitigem
Erkenntnisstand die Bindung von UFH an das B,-Integrin Mac-1. Mac-1 ist ein wichtiges
Molekl fiir die Leukocytenadh&sion und es existieren Studien, die zeigen konnten, dass tber
die UFH-Mac-1-Interaktion eine Reduktion der Leukocytenadhésion bewirkt werden kann
(171, 163). Ein anderer moglicher Mechanismus einer antiadhasiven UFH-Wirkung beinhaltet
die reaktionsbeschleunigende Interaktion mit dem Antithrombin Ill, bei welchem
adhéasionreduzierende Effekte bekannt sind (144).

Dagegen scheint eine direkte Inhibition der Expression endothelialer Adhdsionsmolekiile
durch UFH keine Rolle zu spielen, da beschrieben worden ist, dass UFH direkt nur geringe
Effekte auf die Expression dieser Molekiile hat (106). Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass
die Bindung an Mac-1 sowie Inhibition von proadhasiven Wirkungen von Thrombin, FXa
(Antithrombin Ill-vermittelt) und des Komplementsystems die Hauptmechanismen der

antiadhasiven Aktivitat des UFH in-vivo darstellen.

Auch unter der Behandlung mit Hirudin war bei der Beobachtung der Leukocytenadhé&sion
ein deutlicher Effekt zu erkennen. Unter Hirudin zeigte sich, wie bei den Heparinen, ein
inhibitorischer Effekt ab der 30. Minute und war ab 45 min Reperfusion signifikant gegentiber

der Kontrollgruppe. Da in I/R als wesentlicher endothelialer Rezeptor der
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Leukocytenadhé&sion das ICAM-1 anzusehen ist und Thrombin die ICAM-1-Expression in I/R
induziert, ist anzunehmen, dass Hirudin durch direkte Thrombininhibition die ICAM-1
Hochregulation und somit die feste Adhéasion inhibiert. Untersuchungen in einem ahnlichen
I/R-Modell mit Rattencremaster zeigten, dass eine Leukocytenadhésion effektiv durch
Blockade von ICAM-1 verringert werden konnte (62). Dies festigt die Hypothese, dass
Hirudin als direkter Thrombininhibitor Gber ICAM-1-Inhibition antiadh&siv wirkt. Fir diese
Theorie spricht auch die Beobachtung, dass der inhibitorische Effekt erst ab der 30. Minute
auftrat. In den ersten 5-15 min nach Thrombinstimulierung wird die vorlaufige PMN-
Adhéasion vornehmlich durch P-Selektin-Expression vermittelt, wahrend die endgultige
Adhasion durch ICAM-1-Mac-1 Wechselwirkungen bedingt wird. Nach in-vitro Ergebnissen
steigt die ICAM-1-Aktivitat erst ca. 30 min nach einer Thrombinstimulierung (179). In der
frihen Phase der Adhésion zeigte Hirudin keinen inhibitorischen Effekt. Da diese friihe
Adhasion weniger ICAM-1, sondern eher noch P-Selektin-abhangig ist, konnte Hirudin noch
keinen Einfluss auf diese friihe, noch Selektin-abh&ngige Adhdsion haben (179).

Ein weiterer anti-Thrombin-Effekt des Hirudins bezuglich der Leukocytenadhdsion sollte in
die Uberlegungen mit einbezogen werden. In I/R induziert Thrombin die endotheliale PAF
(Plattchen aktivierender Faktor)-Produktion. Dieses membranstandige PAF kann neben
anderen Mediatoren Leukocyten durch Mac-1-Aktivierung aktivieren und so einen Beitrag
zur Adhésion liefern (211). Man kann demnach argumentieren, dass Hirudin zuséatzlich tber
eine Inhibition der thrombin-vermittelten PAF-Synthese antiadhasiv wirkt. Dass Hirudin eine
PAF-Synthese unterdriickt, zeigen u.a. die Ergebnisse von Prescott und Kollegen (149). Doch
sollte dieser Effekt nicht (berbewertet werden, da in-vitro-Studien, die direkt mit PAF-
Antagonisten gearbeitet haben, gezeigt haben, dass diese eine thrombinvermittelte PMN-

Adhasion an EC nicht effektiv verringern konnten (186).

Gerinnungswirkende Pharmaka verandern immer auch die Fliesseigenschaften des Blutes und
koénnen dadurch auch Leukocyten-Endothel-Interaktionen modulieren. Doch konnten Studien
zeigen, dass Leukocytenrollen und -adhé&sion viel stdrker durch Aktivierung und Expression
von Adhasionsmolekilen als durch Veranderungen der Fliesseigenschaften des Blutes zu
beeinflussen sind (109), so dass dieser Aspekt vernachlassigt werden kann und der
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beobachtete inhibitorische Effekt der Antikoagulanzien auf die Leukocytenadhdsion vielmehr

als spezifische antiinflammatorische Eigenschaft der Substanzen zu interpretieren ist.

2.3.3. Leukocytenemigration

Der uniforme Effekt auf die Leukocytenadhé&sion erlaubt Analysen von spezifischen Effekten
der Antikoagulanzien auf den letzten Schritt der LEI, der Emigration von Leukocyten aus
dem Gefédss in das umliegende Gewebe. Damit ist eine Freisetzung von zytotoxischen
Granulabestandteilen und  reaktiven  Sauerstoffmetaboliten  verbunden, die das
postischdmische Gewebe zusétzlich schadigen.

In den Kontrolltieren nahm die Zahl emigrierter Leukocyten in der Reperfusionsphase bis
zum letzten Messzeitpunkt zu. Die Zahl emigrierter Leukocyten korrelierte mit der Zahl der
Leukocyten, welche 30 min vorher adhérent waren und diese Beobachtung bestatigt das
Paradigma, welches besagt, das die feste Adhdsion von Leukocyten an die Gefasswand eine
Voraussetzung fur deren nachfolgende Emigration darstellt. Diese Emigrationseffizienz

wurde durch die untersuchten Antikoagulanzien unterschiedlich beeinflusst.

Im Gegensatz zum Hirudin und tendenziell auch zum UFH zeigte LMWH keinen
inhibitorischen Effekt auf die postischamische Emigration der Leukocyten. Da die Inhibition
der Leukocytenemigration in einer Strategie zur Verringerung von I/R-Schaden als besonders
bedeutend angesehen wird, muss das LMWH im Vergleich zu den anderen beiden Substanzen
in seiner Potenz, PMN-vermittelte Gewebeschadigungen zu verhindern bzw. zu verringern,
als unterlegen angesehen werden. Zum Einfluss des LMWH auf die leukocytare
Transmigration liegen nur wenige Studien mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen vor.
Einige in-vitro-Untersuchungen belegen einen inhibitorischen Einfluss des LMWH auf die
Leukocytenemigration (122, 97, 78). Doch da in allen Studien nur der beobachtete
inhibitorische Effekt des LMWH beschrieben wurde, ohne auf die genauen Mechanismen
einzugehen, ist die Aussagekraft dieser Ergebnisse auf das jeweilige Modell beschrankt.
Ausserdem sind in-vitro-Ergebnisse fur eine Interpretation von Beobachtungen in-vivo
aufgrund der vielfaltigen Wechselwirkungen in einem Gesamtorganismus nur eingeschrankt

maoglich. Downing und Kollegen dagegen konnten auch in-vivo einen hemmenden Einfluss
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des LMWH auf die Neutrophilen-Extravasation zeigen (44). Sie induzierten eine Thrombose
in der Vena cava von Ratten und s.c.-LMWH reduzierte effektiv die Extravasation von
Neutrophilen in die Venenwand. Somit zeigt sich, dass LMWH in einer Situation von vendser
Thrombose einen spezifischen, inhibitorischen Effekt aufweist. Doch kann ein thrombotisches
Milieu nicht mit einem Milieu von I/R gleichgesetzt werden, so dass sich schlussfolgern l&sst,
dass LMWH, wie vorliegende Ergebnisse zeigen, eine postischdmische Transmigration nicht
zu verringern vermag. Diese Tatsache, das LMWH keinen Effekt auf die Transmigration hat,
deckt sich auch mit Ergebnissen in einem Rattenmodell mit myokardialer I/R, wo eine
LMWH-Gabe nicht zu einer Reduktion der Neutrophilen-Akkumulation in das geschadigte
Myokardgewebe fiihrte (72).

Auch UFH scheint keinen spezifischen Effekt auf die Leukocytenemigration auszuiiben.
Denn obwohl die Zahl der emigrierten Zellen in der mit UFH behandelten Gruppe tendenziell
geringer ist als in der Kontrollgruppe, zeigen die Ergebnisse der Korrelationsanalysen, dass
UFH nicht direkt inhibitorisch in den Prozess der Emigration einzugreifen scheint, sondern
dass vielmehr die vorherige Adhasionsinhibition zu der leichten Reduktion in der Zahl
extravasierter Zellen gefuhrt hat. Die meisten Studien, die einen inhibitorischen Effekt von
UFH oder Antithrombin 111 auf die Emigration beschreiben, beschreiben auch eine Inhibition
von leukocytarem Rollen oder Adhasion (137, 144). Somit ist nicht klar, ob eine direkte
Beeinflussung des UFH auf die Emigration stattgefunden hat. Zwar ist in der Literatur
beschrieben, dass Heparin das in der Emigration involvierte PECAM-1 binden kann (196),
doch fehlen Untersuchungen, die belegen, dass diese Bindung auch in-vivo stattfindet und
dass daraus eine Verminderung der Emigration resultiert. Um eine PMN-Emigration aus dem
Blutgefass in das Gewebe zu ermdglichen, ist u.a. eine enzymatische Proteolyse der
Basalmembran erforderlich. Untersuchungen mit Elastase-Inhibitoren zeigten eine Prévention
von leukocytérer Extravasation in I/R (139). UFH inhibiert die neutrophilen Enzyme Elastase
und Cathepsin G (57), doch ist die Relevanz dieser Enzyminhibition im Hinblick auf einen
Einfluss von UFH auf die neutrophile Transmigration noch nicht erforscht.

Andererseits existieren Daten, die ebenfalls zeigen, dass UFH keinen Einfluss auf die
leukocytére Extravasation hat (172, 83) oder dass Transmigration-hemmende Effekte des
Antihrombin 111 durch UFH blockiert werden (89).
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Das ultimative Ziel einer antiinflammatorischen Therapie sollte auf eine Verhinderung oder
Abschwdachung der Leukocytenemigration hinzielen, da diese perivaskulére Infiltration mit
einer weiteren Gewebeschadigung verbunden ist. Angesichts der Beobachtung, dass nur
Hirudin als direkter Thrombininhibitor in der Lage war, sowohl Adhérenz als auch
Emigration signifikant zu senken, stellt sich die Frage, ob der anti-Thrombin-Effekt, der beim
Hirudin am starksten ausgepragt ist, fir eine antiinflammatorische Wirkung von
Antikoagulanzien in I/R von besonderer Bedeutung ist. Wie die Ergebnisse der
durchgefuhrten Korrelationsanalysen zeigen, inhibiert Hirudin die Emigration nicht nur Gber
die Inhibition der vorangehenden Adhé&sion. Vielmehr I&sst die Reduktion der
Emigrationseffizienz darauf schliessen, dass das Hirudin einen direkten, inhibitorischen
Effekt auf die Emigration selbst auslibt. Da bisher nur bekannt ist, dass Hirudin als direkter
Thrombininhibitor wirkt, liegt es nahe anzunehmen, dass Thrombin einen direkten Einfluss
auf die Emigration von Leukocyten ausubt, auch wenn der exakte Mechanismus der
Interaktion zwischen Hirudin und Leukocytenemigration noch nicht genau verstanden ist.

3. Klinische Relevanz der Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen erkennen, dass der direkte Thrombininhibitor
Hirudin dem UFH und LMWH uberlegen ist, Leukocyten-abhdngige Effekte in I/R zu
reduzieren, da es als einzige der getesteten Substanzen in der Lage war, sowohl Adhésion als
auch Emigration direkt inhibitorisch zu beeinflussen. Da vor allem die Emigration von
Leukocyten aus dem Gefasssystem in das umgebene Gewebe einen wesentlichen Bestandteil
einer inflammatorischen Reaktion durch I/R darstellt, erlauben die hier dargestellten
Ergebnisse die Schlussfolgerung, dass Hirudin effektivere antiinflammatorische Eigen-

schaften besitzt als die Heparine.

Thrombininhibitoren sind laut aktuellen Richtlinien der ACC/AHA neben antithrombocytéren
Pharmaka Teil der adjuvanten Begleittherapie beim ACS. Dabei ist UFH nach wie vor Mittel
der Wahl beim STEMI und im Katheterlabor. Fir die Akutbehandlung von ACS ohne ST-
Elevation wird anhand wvon neuen Erkenntnissen aus Studien primar LMWH als

Antikoagulans empfohlen (70). Klinische Untersuchungen, in denen LMWH mit UFH



61

verglichen wurden, machten deutlich, dass LMWH zumindest so wirkungsvoll in der
adjuvanten Therapie bei ACS ist wie das UFH (198, 189, 25). Die Ergebnisse einer Meta-
Analyse zeigen auch, dass LMWH in der Therapie von ACS ohne ST-Elevation plus
Koronarangioplastie zumindest von vergleichbarem Nutzen ist wie das UFH (49).

Der Nachteil der Heparine, fibringebundenes Thrombin nicht inhibieren zu kénnen, forderte
die Weiterentwicklung der direkten Thrombininhibitoren wie Hirudin oder Bivalirudin. Der
Prototyp Hirudin ist ein starkeres Antikoagulans als die Heparine und man erhoffte sich
uberlegene Effekte dieses direkten Thrombininhibitors in der adjuvanten Behandlung von
ACS und im Katheterlabor.

Die direkten Thrombininhibitoren Hirudin und Bivalirudin sind ausgiebig in klinischen
Studien als Alternative zum UFH als Adjuvans in der Fibrinolysetherapie des STEMI und in
der Perkutanen Koronaren Intervention untersucht worden und waren bis vor kurzem auch
Untersuchungsobjekt bei der Evaluation bei Patienten mit ACS ohne ST-Elevation. Die
initialen klinischen Outcome-Studien mit Hirudin versus UFH (GUSTO-lla, TIMI-9a, HIT-3)
mussten wegen erhohter Inzidenzen cerebrovaskuldrer Blutungen in der Hirudingruppe
vorzeitig abgebrochen werden (65, 9, 138). Spatere Untersuchungen wurden mit verénderten
und verringerten Dosierungen durchgefihrt. Die Ergebnisse der OASIS-2-Studie z.B. zeigten,
dass in Patienten mit non-ST-Elevation ACS plus Koronarangioplastie ein direkter
Thrombininhibitor wie das Hirudin effektiver als UFH zu sein schien im Hinblick auf eine
Reduktion von ischdmischen Komplikationen, allerdings auch wieder auf Kosten von
erhohten Blutungskomplikationen. (129). In einer Meta-Analyse von Patienten mit und ohne
ST-Elevation in der Direct Thrombin Inhibitor Trialists” Collaboration Group wurde ein
uberlegender Effekt der direkten Thrombininhibitoren im Vergleich zum UFH festgestellt
(182, 183). Dabei schienen Patienten, die einer PTCA zugeflhrt wurden, insbesondere nach
STEMI, einen besonderen Nutzen durch die DTIs zu haben (55). Auch beim Bivalirudin
konnte in verschiedenen Studien ein Uberlegener Effekt bei Patienten mit ACS und bei
Koronarangioplastien im Vergleich zum Heparin gezeigt werden (HERO-2: (201), Hirulog
Angioplasty Study: (22)). Bivalirudin ist besonders interessant, da es im Gegensatz zum
Hirudin in der Regel nicht zu erhohten Blutungskomplikationen fuhrt (201), ein Problem,
welches die Anwendung von Hirudin trotz protektiver Eigenschaften als Adjuvans bei ACS

stark einschrankt bzw. verbietet.
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Die Ubereinstimmenden Ergebnisse der HERO-2-Studien (201), der Hirudin- (143) und
Bivalirudin (96)-Meta-Analysen und der Direct Thrombin Inhibitor Trialists” Collaboration-
Group-Meta-Analyse (183) zeigen eine Uberlegenheit der direkten Thrombininhibitoren tber
Heparine in ACS mit und ohne ST-Elevation und im Katheterlabor (50).

Die in vorliegender Studie gezeigten Beobachtungen liefern eine mdgliche zusétzliche
Erklarung fir die Ergebnisse der klinischen Studien Uber den Einsatz von Direkten
Thrombininhibitoren bei ACS. Die festgestellte Uberlegenheit der direkten (iber die
indirekten Thrombininhibitoren hinsichtlich des klinischen Outcomes von Patienten mit ACS
konnte sich somit zumindest zum Teil auch auf die Tatsache zurtickfiihren lassen, dass direkte
Thrombininhibitoren wie das Hirudin starkere antiinflammatorische Effekte aufweisen.
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V. Zusammenfassung

Inflammatorische Prozesse im Rahmen reperfundierender Behandlungen bei Patienten mit
Akuten Koronarsyndromen (ACS) uben einen Einfluss auf das Outcome dieser Patienten aus.
Die Reperfusion ischamischen Myokards durch die Perkutane Coronare Angioplastie (PTCA)
oder eine Thrombolyse flihrt zu einer weiteren Schadigung des reperfundierten Gewebes und
tragt zur postischamischen myokardialen Dysfunktion bei; ein Phdnomen, welches als
Isch&mie-Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) bezeichnet wird.

Ein I/R-Schaden entsteht aus dem komplexen Zusammenspiel zahlreicher humoraler und
zellulérer Faktoren, doch vor allem greifen induzierte inflammatorische Prozesse das gescha-
digte Gewebe zusétzlich an. Wahrend der Reperfusion werden neutrophile Granulocyten
(PMNSs) aktiviert, interagieren mit Hilfe von Adhasionsmolekilen mit dem Geféssendothel
und akkumulieren im interstitiellem Raum (Leukocyten-Endothel-Interaktionen, LEI).
Induktoren dieser LEI sind proinflammatorische Mediatoren, die wéhrend I/R freigesetzt
werden. Zu diesen gehdren auch Gerinnungsfaktoren wie FXa oder Thrombin. Neben ihrer

Rolle in der Hamostase triggern sie eine Vielzahl von proinflammatorischen Reaktionen.

In der klinischen Praxis werden FXa und Thrombin durch indirekte (Heparine) und direkte
Thrombininhibitoren (z.B. Hirudin) gehemmt. Niedermolekulares Heparin (LMWH) inhibiert
vornehmlich FXa und Unfraktioniertes Heparin (UFH) hemmt Thrombin Gber die
Aktivierung von endogenem Antithrombin I11. Direkte Thrombininhibitoren (DTI) blockieren
Thrombin unabhangig vom AT 111 und schliessen auch fibringebundenes Thrombin mit ein.

Wahrend sich UFH und LMWH in klinischen Studien als Adjuvans bei ACS als gleich effek-
tiv gezeigt haben, mehren sich Hinweise, die auf einen tberlegenden Effekt der DTIs uber
Heparine bei ACS mit und ohne ST-Elevation hindeuten. Die beobachteten klinischen
Unterschiede im Outcome von Patienten mit ACS konnten auf eine wirkungsvollere Antikoa-
gulation durch die DTIs zurlickzuftihren sein. Direkte Thrombininhibitoren sind bisher nicht
systematisch in I/R in-vivo untersucht worden, und es ist daher nicht klar, ob womdglich auch
starkere antiinflammatorische Effekte der DTIs zu den Ergebnissen in klinischen Studien

geflhrt haben.
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Vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um die Effekte der Antikoagulanzien UFH, LMWH
und des direkten Thrombininhibitors Hirudin auf die postischamischen LEI, als sichtbares und
quantifizierbares Korrelat firr eine I/R-bedingte Aktivierung inflammatorischer Prozesse, zu

vergleichen.

Zur Untersuchung der Fragestellung wurde ein I/R-Modell des M. cremaster der Ratte ver-
wendet. Der Muskel wurde fur intravitalmikroskopische Untersuchungen vorbereitet. Um die
Effekte der Antikoagulanzien auf die LEI zu erfassen, wurde das Gewebe einer Ischdmie von
120 min, gefolgt von einer Reperfusionsphase von 90 min, ausgesetzt. 15 min vor Beendi-
gung der Ischdmie wurden die Pharmaka in antikoagulatorisch dquipotenten Konzentrationen
systemisch appliziert. Die mit einem Floureszenzfarbstoff angefarbten Leukocyten wurden im
zeitlichen Verlauf der Reperfusionsphase auf Verédnderungen hin beobachtet und die Effekte

der Antikoagulanzien auf Leukocytenrollen, -adhésion und -emigration quantifiziert.

Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Studie sind: (1) keine der getesteten Substanzen
zeigte einen Einfluss auf das postischamische Leukocytenrollen, (2) aber alle 3 Antikoagulan-
zien verringerten quantitativ gleichermal3en die Leukocytenadhésion an das Endothel in der
Reperfusionsphase. (3) Die Emigration der adhérenten Leukocyten wurde nicht durch UFH-
oder LMWH-Gabe beeinflusst, sondern nur Hirudin bewirkte eine direkte Inhibition der

Leukocytenemigration.

Das postischdmische Leukocytenrollen wird durch endotheliale und neutrophile Selektine
vermittelt und durch zahlreiche Mediatoren induziert. Daher ist es nicht verwunderlich, dass
im komplexen Zusammenspiel eines Gesamtorganismus die untersuchten Substanzen keinen
Einfluss auf dass leukocytére Rollen hatten, obwohl bekannt ist, dass zumindest die Heparine
mit den Selektinen und mit proinflammatorischen Mediatoren interagieren kénnen.

Trotz der unterschiedlichen Wirkmechanismen inhibierten alle 3 Substanzen die post-
ischdmische Leukocytenadhasion. Verantwortlich fir die Adhdsion sind Wechselwirkungen
zwischen endothelialen ICAMs (Intercellular Adhesion Molecules) und neutrophilen -
Integrinen, welche durch proinflammatorische Mediatoren aktiviert werden. UFH kann tber

eine Blockade dieser Integrin-Wechselwirkung eine Adhé&sion inhibieren, der Haupt-
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mechanismus des LMWH liegt in der FXa-Hemmung, wéhrend Hirudin vornehmlich tber
eine Thrombininhibition antiadhdsive Effekte aufweist.

Angesichts der Beobachtung, dass nur Hirudin auch die Leukocytenemigration direkt
beeinflusst, und diese den entscheidenden Schritt in PMN-vermittelten Schéden darstellt, I&sst
sich die Schlussfolgerung ziehen, dass der direkte Thrombininhibitor den Heparinen
uberlegen ist, I/R-induzierte inflammatorische Reaktionen zu verringern.

Der in dieser Studie gezeigte Effekt auf zellularer Ebene liefert eine mogliche zusétzliche
Erklarung fir die in klinischen Studien beobachteten Uberlegenen Effekte der direkten

Thrombininhibitoren bei Patienten mit ACS.
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