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Kapitel 1

Einleitung

Die moderne Medizin macht jedes Jahr Fortschritte, wenn es darum geht, neue und vor
allem innovative Behandlungsmethoden für die unterschiedlichsten Krankheitsbilder zu
erproben oder im besten Fall dauerhaft erfolgreich am Menschen anzuwenden. Manche
dieser Methoden kommen dabei in der Entwicklung nicht über das experimentelle
Stadium hinaus, andere zeigen vielversprechendes Potential und werden nach
vorangegangenen tierexperimentellen Studien in ersten klinischen Orientierungsstudien
am Patienten angewendet. Hierbei zeigt sich dann, ob die in vorangegangenen
Versuchen erhaltenen Ergebnisse reproduzierbar sind. Für die Behandlung des akuten
Herzinfarktes und in der Folge auch des Reperfusionsschadens werden heute entweder
die interventionelle Therapie mit Anwendung von Stents in verschiedenen Versionen
oder die medikamentöse Behandlung durch Einsatz von Fibrinolytika als Goldstandard
angesehen. Die Wahl der Methode hängt dabei vor allem von den vorhandenen
infrastrukturellen Möglichkeiten der jeweiligen Einrichtung ab und ist im Besonderen
in den entsprechenden Leitlinien der Gesellschaft für Kardiologie geregelt. Alle
derzeitigen Behandlungsmethoden zielen letztendlich auf eine Wiederherstellung der
Funktion des Herzens und der Versorgung des defizitären Bereiches durch Reperfusion
ab. Die Regeneration der myokardialen Struktur in Bezug auf Kontraktilität und
Verkleinerung des Narbengewebes ist aber durch diese Behandlungen nicht oder nur in
sehr geringem Umfang gegeben. Insbesondere zeigt sich hier, dass nach einer
erfolgreichen Reperfusion durch temporäres Sauerstoffstoffdefizit im betroffenen
Bereich oftmals weitere Zellschäden entstehen. Während der entstehenden
Gewebshypoxie bilden sich freie Radikale. Mit dem Wiedereinsetzen der Perfusion
kommt es zur Oxidationsreaktion der Sauerstoffradikale. Eine weitere Schädigung der
Zellmembran findet statt und das beretis geschädigte Areal kann weiter expandieren.
Neuere Forschungsarbeiten haben bereits mehrfach die These aufgestellt und bestätigt,
dass das Immunsystem, hier besonders das C-reaktive Protein (CRP), einen
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entscheidenden Einfluss auf die Infarktgröße und gleichzeitig auf einen Erhalt der
Kontraktionsfähigkeit des myokardialen Gewebes haben kann. Da das CRP keine
permanente Größe im Blut des lebenden Organismus darstellt, sondern vielmehr
hauptsächlich im Zusammenhang mit Insulten unterschiedlichster Art gebildet wird
und sich dabei nicht nur an untergegangene Zellen sondern auch an überlebensfähige,
aber energiedefizitäre Zellen anlagert, könnte es vorteilhaft sein, das gebildete CRP
möglichst schnell zu entfernen, um so die noch vitalen Zellen vor dem Abbau durch
Makrophagen zu schützen. Insbesondere könnte sich dieses entscheidend für den
Bereich des Reperfusionsschadens erweisen. Daher entstand die Annahme, dass eine
Apherese unter Verwendung eines spezifischen CRP-affinen Adsobers eine
vielversprechende Möglichkeit sei, die Infarktgröße und die Kontraktilität nach einem
akuten Myokardinfarkt positiv zu beeinflussen.

Extrakorporale Purifikationsverfahren werden seit vielen Jahren erfolgreich bei
unterschiedlichen Erkrankungsbildern eingesetzt. Routinemäßig wird bei der familiären
Hypercholisterinämie die LDL–Apherese zur Reduktion von Plasmalipoproteinen
durchgeführt um so das Risiko von artheriosklerotischen Gefäßerkrankungen, im
besonderen der Coronarartherien zu veringern. Der direkte Zusammenhang zwischen
den sklerotischen Veränderungen und z.B. ischämischen Herzerkrankungen ist ebenfalls
bekannt [85] [109]. Antikörpereliminierende Verfahren werden heute bereits erfolgreich
in der Nephrologie eingesetzt. Spezifische Adsorber stehen hier zum Einsatz nach
Transplantation zur Verfügung. Nachteil der heute eingesetzten Verfahren ist eine
häufig notwendige medikamentöse Immunsuppression [13] [55].

In unterschiedlichen Publikationen sind Hypothesen aufgestellt worden, ob C–reaktives
Protein lediglich ein Marker des akuten Myokardinfarktes sei, oder ob es einen
Zusammenhang mit der auftretenden myokardialen Schädigung gibt [8].

Andere Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet haben sich mit erweiterten Theorien
beschäftigt. So stand die Vermutung, ob es einen Zusammenhang zwischen
C-reaktivem Protein und Komplement als Mediator von Zellschädigungen nach einem
akuten Myokardinfarkt gibt [42].

Dieser vermutete Zusammenhang wurde um einen weiteren Faktor ausgedehnt. Es
konnte eine zeitliche Abhängigkeit zum Zellschaden postuliert werden. Besonders
auffällig sichtbar war der Gewebsschaden, wenn zwischen Infarktereignis und
Untersuchung des Gewebes dies 12 h lagen. Ein Vorhandensein der gelösten Akute
Phase Proteine, der Komplementaktivierung durch CRP und der Bildung von
CRP-Komplement-Komplexen, die an den geschädigten Zellen der
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Phospholipidmembran anlagern, wurde gezeigt [79]. Kritische Betrachtungen über die
Funktion des CRP und den möglichen Einfluss, der durch das Fehlen oder den Mangel
durch Funktionsverlust oder Inhibition entsteht, wurden in neueren Untersuchungen
aufgestellt. Das Fehlen von in vivo Untersuchungen wurde aufgeführt, die den Einfluss
auf das CRP, hervorgerufen durch Medikamente oder andere therapeutische
Maßnahmen wie z.B. die spezifische Depletion des Proteins, belegen [19].

Zum Einsatz der CRP-spezifischen Reduktion durch Apherese gibt es bisher keine
bekannten Veröffentlichungen, die über das experimentelle Stadium hinausgehen [97].

In der vorliegenden Arbeit wurden präklinischen Versuche zur therapeutischen Effizienz
der CRP-Apherese im Schweinemodell durchgeführt. Das Schwein wurde als Modelltier
gewählt, da es in Bezug auf das Immunsystem und den ablaufenden
Reaktionsmechanismen mit dem menschlichen Immunsystem in vielen Aspekten
vergleichbar ist.
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Kapitel 2

Literatur

2.1 Epidemiologie

Die häufigste Todesursache im Erwachsenenalter in Deutschland war auch in den
Jahren 2014 und 2015 eine Erkrankung des Kreislaufsystems. Der Komplex der
koronaren Herzkrankheit (KHK) mit einem Anteil an den gesamten Todesursachen lag
anteilig bei 38,9% in 2014 und 39.5 % in 2015. In absoluten Zahlen betraf das 2014
338.056 Verstorbene. 2015 waren bereits 356.61 Personen verstorben. Die wichtigste
spezifische Todesursachengruppe war dabei die Gruppe der ischämischen
Herzkrankheiten mit 121.166 Sterbefällen, darunter insbesondere der Akute sowie der
Rezidivierende Myokardinfarkt mit insgesamt 50.104 Verstorbenen. Die Spezifikation
nach der International Classification of Diseases (ICD10) Kategorisierung des
Statistischen Bundesamtes, einem Schlüssel für die Klassifikation von medizinischen
Diagnosen, weist in der Ursachengruppe I 20 – I 25 -Ischiämische Herzkrankheiten- mit
I 21-Akuter Myokardinfarkt- eine Gesamtzahl von 48.181 Todesfällen (5,5 %) sowie in I
22 -Rezidivierende Myokardinfarkte- eine Gesamtzahl von 1.923 Todesfällen (0,2 %)
aus. Der Gesamtzahl von somit 50.104 Verstorbenen stehen 50.948 im Jahr 2015
gegenüber. Insgesamt ist ein Anstieg von Todesfällen in den Ursachengruppen
ersichtlich [6] [7]. Analysen von Krankenkassendaten zeigen, dass Patientinnen und
Patienten nach einem Herzinfarkt seit 2000 zunehmend aber immer noch nicht
hinreichend mit Leitlinien gerechter Medikation versorgt werden. Eine
Leitlinien-gerechte Behandlung wird darüber hinaus nur bei einer Minderheit der
Patientinnen und Patienten dauerhaft beibehalten [64][73].

Berücksichtigt man die aktuellen Standards der primären Behandlung des akuten
Myokardinfarktes, ist die Suche nach weiteren Therapieansätzen und die Kombination
verschiedener Therapieformen, auch unter der Evaluierung von bisher vernachlässigten
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Forschungswegen, eine logische Konsequenz. Der Schritt vom „one fits all“ zur
individuum-assoziierten Therapie ist als wichtiger Link für die Weiterentwicklung und
Ergänzung zu bereits etablierten Methoden zu bewerten. Daten aus mehreren
deutschen Herzinfarktregistern - KORA-Augsburg, Berliner Herzinfarktregister und
Deutsches Herzinfarktregister - zeigen, dass diese Leitliniengerecht differenzierten
Therapien zunehmend angewendet werden [63] [72] [110].

Anhand der bekannten Daten haben sowohl der Akute Myokardinfarkt wie auch der
rezidivierende Myokardinfarkt weiterhin einen hohen Forschungsbedarf in Bezug auf
adäquate Behandlungsmethoden [57].

Therapeutische Apheresen werden seit vielen Jahren erfolgreich bei verschiedenen
Erkrankungen aus den Bereichen Neurologie, Kardiologie, Nephrologie,
Transplantationsmedizin oder Hämatologie eingesetzt, um das schädigende Agens (z.
B. LDL, Lp(a), Auto-Antikörper, Fibrinogen, Immunglobuline) aus dem Körper zu
entfernen und so den Krankheitsverlauf zum Teil erheblich positiv zu beeinflussen [46]
[47] [59] [86] [94] [112].

In unterschiedlichen kardiologischen Forschungsarbeiten wurde bereits mehrfach die
These aufgestellt und auch bestätigt, dass das C-reaktive Protein (CRP) einen
entscheidenden Einfluss auf die Infarktausdehnung und somit auch auf die
Kontraktilität des Myokards hat. Die Entfernung von CRP aus dem Blutkreislauf im
Rahmen einer therapeutischen spezifischen CRP-Apherese nach akutem
Myokardinfarkt könnte daher eine vielversprechende Möglichkeit sein, die Infarktgröße
zu reduzieren und die damit verbundene Kontraktilität zu steigern [24] [95].

2.2 Definitionen

2.2.1 Koronare Herzkrankheit-KHK

Die koronare Herzkrankheit ist in der weiteren Fassung der Leitlinien eine Erkrankung
der Koronararterien [17]. Durch Verengung bzw. durch Verschluss von einzelnen oder
auch mehreren Koronargefäßen kommt es zu einem Missverhältnis zwischen Blutbedarf
und Blutangebot und somit zu einer Hypoxie in den zu versorgenden myokardialen
Arealen.Die Ursache hierfür ist häufig eine stenosierende Arteriosklerose der
Koronargefäße. Durch den veränderten Zellstoffwechsel kommt es im Bereich der
sklerotischen Läsionen zur Bildung von Plaques, Ablagerungen in der Gefäßwand.
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Daraus können Arteritiden resultieren. Bei Rupturen dieser Plaques, die im Bereich der
Intima, der inneren Gefäßwandschicht der vorgeschädigten Arterie, aufgelagert sind,
kommt es in der unmittelbaren Folge zu Verschlüssen der entsprechenden
Koronararterien mit anschließender Thrombose der betroffenen Bereiche [76]. Relative
Koronarinsuffiziens kann durch kardiale bzw. ventrikuläre Hypertrophie, insuffiziente
Anastomosen von Koronargefäßen, Verminderung des diastolischen Blutdruckes,
Verkürzung der Diastole bei Tachykardie, Aortenklappenstenose oder auch
Koronarspasmen verursacht werden [84]. Weitere Ursachen sind die Verminderung des
O2-Gehaltes durch z.B. Apnoe, CO-Intoxikation, akute Hämorrhagien mit
Volumensubstitution oder auch Amyloidose. Zu den begünstigenden Faktoren für die
Koronare Herzkrankheit zählen Übergewicht und falsche Ernährung,
Bewegungsmangel, übermäßiger Alkoholkonsum, Rauchen, erhöhter Cholesterinspiegel,
chronische Entzündungen (z.B. Paradontitis), Stress [15] [25] [68] [80] [108].

Darüber hinaus tragen auch nicht beeinflussbare Faktoren wie genetische oder familiäre
Prädisspositionen, Alter und Geschlecht zum Krankheitsbild der Koronaren
Herzkrankheit bei.

2.2.2 Akutes Koronarsyndrom

Unter dem Begriff Akutes Koronarsyndrom werden die Phasen der Koronaren
Herzerkrankung zusammengefasst, die unmittelbar lebensbedrohlich sind. Primäre
Ursache der Koronaren Herzerkrankung ist die Arteriosklerose der Herzkranzgefäße.
Durch Lipidablagerungen, Bindegewebe und Kalk in der Gefäßwand kommt es zur
Lumeneinengung mit Beeinträchtigung der Blutversorgung zum Myokard. Akute
Manifestationen der Koronaren Herzkrankheit in der klinischen Praxis sind:

• die instabile Angina pectoris

• der akute Myokardinfarkt sowie

• der plötzliche Herztod.

Da die Übergänge dieser klinischen Formen fließend sind, hat es sich in den letzten
Jahren durchgesetzt, Patienten anhand des Elektrokardiogramm (EKG) in die
Gruppen mit ST-Streckenhebung (STEMI) und ohne ST-Streckenhebung (NSTEMI)
zu unterteilen [4] [5] [44].
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2.2.3 Myokardinfarkt

2.2.3.1 Einteilung der Infarkte

Es wird grundlegend zwischen akutem und abgelaufenem Myokardinfarkt
unterschieden. Als Voraussetzung für die Diagnose eines akuten Myokardinfarktes wird
der Anstieg und/ oder Abfall eines kardialen Biomarkers mit mindestens einem Wert
über dem oberen Referenzwert angesehen. Zusätzlich müssen für die Diagnose eines
AMI entweder klinische Symptomatik, ischämietypische EKG Veränderungen,
bildgebende Nachweise von avitalem oder hypokinetischem Myokard oder ein
angiographisch oder autopisch gesicherter intrakoronarer Thrombus vorliegen [33].

Die Einteilung aus sowohl pathologischer, anatomischer als auch diagnostischer
Sichtweise kann unter Berücksichtigung

• der Ausdehnung in den Wandschichten

• des Versorgungsgebietes und

• der Veränderungen im EKG

erfolgen.
Die pathologisch-makroskopisch sichtbaren Ausdehnungen in den Wandschichten des
betroffenen Gewebes wird in den transmuralen Infarkt (alle Gewebeschichten sind
betroffen) und den subendokardialen Infarkt unterteilt [10]. Die Einteilung unter
anatomischen Gesichtspunkten erfolgt nach dem Versorgungsgebiet der
Koronararterien. Hierbei unterscheidet man zwischen dem Vorderwandinfarkt,
entsprechend dem Versorgungsgebiet des Ramus interventricularis anterior (RIVA) der
Arteria coronaria sinistra und dem Hinterwandinfarkt, mit dem Verschluss der Arteria
coronaria dextra oder des Ramus circumflexus (RCX) , der aus der Arteria coronaria
sinistra entspringt [49] [50].

Eine ebenfalls mögliche Einteilung kann unter diagnostischer Berücksichtigung nach
sichtbaren EKG-Veränderungen erfolgen. Die Zuordnung ist hierbei als STEMI
(ST-elevation myocardial infarction), eine sichtbare Anhebung der ST-Strecke bzw.
NSTEMI (Non-ST-elevation myocardial infarction) ein Infarkt ohne sichtbare
ST-Streckenanhebung bezeichnet [71].

Ein spezifisch hoher Status von Troponin (Tn) - T/ I korreliert hierbei mit dem
Infarktgeschehen [88] [89] [103].
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Daher wurde die Bedeutung von Infarkten anhand von EKG-Veränderungen ebenfalls
neu definiert.

Somit rückt in einer frühen Phase des Infarktgeschehens die Unterscheidung zwischen
ST-Hebungsinfakrt -STEMI- und Nicht-ST-Hebungsinfarkt -NSTEMI- für eine
zeitnahe Festlegung der geeigneten Therapie in den Vordergrund [22].

Darüber hinaus erlaubt auch diese Einteilung eine Einschätzung der längerfristigen
Prognose [62].

2.2.3.2 Behandlungsformen des Myokardinfarktes

Als primäre invasive vs. primäre medikamentöse Behandlungsmethode stehen sich hier
die percutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) und die thrombolytische
Therapie mit u.a. Streptokinase (Streptase©), ein thrombolytischer Wirkstoff aus der
Gruppe der Fibrinolytika, zur Behandlung von Thrombosen und Embolien [1] [3] [11]
[28] [33] und Alteplase (Actilyse©), einem ebenfalls thrombolytischen Wirkstoff aus
der Gruppe der Fibrinolytika, der zur Behandlung des Herzinfarkts, der Lungenembolie
und des Hirnschlags eingesetzt wird, als aktuellen Goldstandard gegenüber. Es handelt
sich bei dem rekombinanten, gewebespezifischen Plasminogenaktivator um eine
Serinprotease, die Plasminogen zu Plasmin überführt und zur Auflösung von Fibrin
führt [2] [40] [65] [75].

Betablocker und/ oder Acetylsalicylsäure (ASS©) sind häufig eingesetzte Medikamente
in der primären Behandlungsstrategie von akuten Myokardinfarkten [14] [105] [107].
Obwohl in Deutschland > 90 % der Myokardinfarkte invasiv, also durch
Katheterintervention für die Rekanalisierung in Kombination mit Stent behandelt
werden, ist dieser Anteil letztendlich von der vorhandenen Infrastruktur abhängig. Die
Empfehlungen der Leitlinien geben hier ein Fenster von 120 Minuten für die
Katheterinterventionelle Behandlung vor. Gerade in ländlichen Regionen ist dieses
Zeitfenster oftmals nicht einzuhalten.

2.2.3.3 Reinfarkt und Reperfusionsschaden

Ein Re-Infarkt ist definiert als ein Myokardinfarkt, der innerhalb der ersten 28 Tage
nach dem Indexinfarkt abläuft. Dieser stellt definitionsgemäß kein neues Infarktereignis
dar. Als Kennzeichen eines Reinfarktes wird ein erneuter Anstieg von CK beobachtet
[37]. Durch den Verschluss von Koronargefäßen kommt es zu einer Minderperfusion im
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Versorgungsgebiet. Damit in Zusammenhang steht die einsetzende Gewebshypoxie. Der
Zellstoffwechsel stellt sich von aerob auf anaerob um. Als Folge des
gestörtenTransports von Stoffwechselprodukten kommt es zu einer Kumulation von
NADH, Laktat, CO2, Acyl-CoA und Acyl-Carnitin. Dadurch ist die glykolytische
ATP-Synthese blokiert bei gleichzeitiger Schädigung der Zellmembran, des
sarkoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien [91]. Der Gradient der
zellulären Na/ K-ATPase kann durch den ATP-Mangel nicht mehr aufrecht erhalten
werden. Durch die nicht mehr vorhandenen Glycogenvorräte nach ca. 30 Minuten setzt
der irreversible Zelluntergang ein. Es kommt zur einer Aktivierung des
Komplementsystems bei gleichzeitiger Bildung von Hypoxiebedingten freien Radikalen.
Über das geschädigte Endothel werden vermehrt Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1) expremiert. Die Folge ist eine verstärkte
Granulozyten-Endothel-Interaktion mit Bildung von toxischen Sauerstoffmetaboliten
und der Migration der Leukozyten in das periphere Gewebe [16] [32] [48].

Innerhalb der geschädigten Bereiche kommt es nach Wiedereinsetzen der Perfusion
durch den nun wieder verfügbaren Sauerstoff zu Oxidationsreaktionen von freien
Sauerstoffradikalen. Diese können durch Lipidoxidation die Zellmembran weiter
schädigen. Das bereits geschädigte Areal kann so weiter expandieren. Dieser Umstand
wird häufig als Reperfusionsparadox bezeichnet [91].

2.3 Inflammation

2.3.1 Akute-Phase-Reaktion

Die Entzündung ist eine komplexe systemische Reaktion des angeborenen
Immunsystems in vaskularisierten Geweben. Kardinalsymptome der Entzündung sind
Rubor, Calor, Dolor, Tumor und functio laesa. Inflamationen führen zur Akkumulation
und Aktivierung von Leukozyten und Plasmaproteinen an Orten von
Infektion,Toxinexposition oder Zellverletzung. Inflammation wird durch
Veräanderungen der Blutgefäße ausgelöst, welche zur Leukozytenrekrutierung führt.
Auch die lokale Immunantwort kann zu systemischen Entzündungsprozessen führen.
Den protektivinflammatorischen Effekten, stehen gewebeschädigende Veränderungen
gegenüber [8]. Während der Akute-Phase-Reaktion sind Makrophagen und Monozyten
die wichtigsten Produzenten der proinflammatorischen Cytokine. Zu den eine
Aktivierung des Komplementsystems auslösenden Cytokinen zählen Interleukine (IL)
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wie das Interleukin-1, Interleukin-6, Interleukin-8 und Tumornekrosefaktor-↵. Diese
weisen ein Spektrum an Aktivitäten auf, um eine Immunantwort des Organismus bei
Infektionen zu koordinieren. So aktivieren die Cytokine IL-1�, IL-6 und TNF-↵ u.a. die
Bildung von Akute–Phase–Proteinen wie CRP,
Serumamyloid A, Haptoglobin, Fibrinogen, Transferrin und Albumin. Vor allem das
Interleukin-6 stimuliert in den Hepatozyten die Produktion des Akute-Phase-Protein
CRP [18] [51].
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2.3.2 Biomarker

Biomarker sind Moleküle oder Strukturen, die z.B. in der Medizin oder Biologie als
Indikatoren dienen. Charakteristische biologische Merkmale, die objektiv gemessen
werden können und auf einen normalen biologischen oder pathologischen Prozess im
Organismus hinweisen können [43].

2.3.2.1 CRP

Das C-Reaktive Protein, kurz CRP, ist ein ubiquitäres Plasmaprotein, das sowohl in
Wirbeltieren als auch Wirbellosen zu finden ist. Trotzdem die Synthese in
verschiedenen Organsystemen beschrieben wird, liegt der primäre Hauptsyntheseort in
den Hepatozyten [36].

Erste Beschreibungen des Proteins wurden bereits 1930 aufgelegt. Darin wurde das
Protein als eine Substanz im Serum von Patienten mit einer akuten Entzündung
beschrieben, welche mit dem C-Polysaccharid der Zellwand von Streptococcus
pneumoniae interagiert [102]. Diese beschriebene Fähigkeit der Interaktion ist
gleichzeitig die Namengebende Komponente.

2.3.2.2 Struktur

Beim CRP handelt sich um ein Protein, bestehend aus 224 Aminosäure-Resten mit
einem Molekulargewicht von rund 25 Kilodalton (kDa). Auf Grund seiner pentameren
Scheibenförmigen Struktur, zusammengesetzt aus 5 identischen Untereinheiten, gehört
CRP der Proteingruppe der Pentraxine an. (Abb. 2.1 auf der nächsten Seite)

2.3.2.3 Physiologie und Funktion

CRP ist, wie bereits beschrieben, ein Bestandteil des angeborenen Immunsystems und
setzt humorale und zelluläre Abwehrmechanismen in Gang. Das C-Reaktive Protein als
klassisches Akute-Phase-Protein (APP) wurde in Zusammenhang mit
inflammatorischen Prozessen intensiv erforscht. Es gehört zu den Opsoninen, die das
Komplementsystem aktivieren. CRP bindet dabei an Lysophosphocholin, dass nach der
Spaltung aus Phosphocolin entsteht. Phosphocolin ist ein essentieller Bestandteil der
Phospholipide von Zellmembranen. Dieser Vorgang ermöglicht es, dass CRP sich an
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Abbildung 2.1: Pentamere Struktur von CRP Darstellung rechts: Calcium-Ionen
sind als pinkfarbene Kreise dargestellt; Ausschnittsvergrößerung links:
Struktur des Typ I Protomers von CRP mit Calcium-Ionen als Aus-
schnittsvergrößerung. Modifizierte Darstellung

[96]

Bakterien und die Membranbestandteile defekter bzw. apoptotischer Zellen anlagert.
Das gebundene CRP aktiviert den klassischen Weg der Komplementkaskade über die
Antigen-/ Antikörperreaktion und wird von Makrophagen erkannt, die Rezeptoren für
CRP expremieren. Die Akute-Phase-Reaktion stellt eine schnelle aber trotzdem wenig
spezifische Reaktion auf fast jede Art von Schädigung oder Infektion dar. CRP gehört
neben weiteren Proteinen in die Klasse der löslichen Mustererkennungsrezeptoren
(soluble pattern recognition receptor - PRR) [9] [52] [83].

Die Konzentration bei gesunden menschlichen Patienten liegt bei einem Serumspiegel
<1 mg/L bzw. 0,1 mg/ dL. Altersbedingt sind leichte Erhöhungen möglich [21] [61].

Der zeitliche Verlauf der CRP-Synthese im Zusammenhang mit dem akuten
Myokardinfarkt bis zu einem messbaren Maximum liegt bei ca. 24 - 72 h nach der ersten
Wahrnehmung von Brustschmerzen. Hierzu gibt es unterschiedliche zeitliche Aussagen,
die sich jedoch alle im angegebenen Bereich von bis zu 72 h bewegen [26] [111].

Die Synthese von CRP wird am stärksten durch IL-6 innerhalb der Hepatozyten
getriggert [30]. Interleukin-6 steht im lebenden Organismus dauerhaft, aber nur mit
sehr geringer Halbwertzeit zur Verfügung. Daher ist es einfacher, das synthetisierte
CRP zu messen, da dieses eine wesentlich verlängerte Kinetik aufweist. Die
Halbwertzeit des im Organismus zirkulierenden CRP wird mit 19 h angegeben. Eine
quantitative Bestimmung im Labor kann u.a. durch Verwendung von spezifischen
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ELISA erfolgen [61].

Primäre Aufgaben des CRP sind die Modulation von systemisch entzündlichen
Vorgängen und Gewebsschäden, die Abwehr mikrobieller Infektionen und die
Markierung geschädigter Zellen nach apoptotischen und nekrotischen Vorgängen und
damit verbundenen Stimulierung der Phagozyotose. [39] [78] [81] [99].

Während des Myokardinfarktes kommt es durch den oxidativen Stress zu einem
Untergang des betroffenen Gewebes. Trotzdem gibt es in diesem Bereich weitere, noch
nicht untergegangenen Zellen. Der betroffene Bereich wird als area at risk (AAR)
bezeichnet [87]. Kennzeichnend für diesen Bereich ist, dass er noch vitale, jedoch durch
Energiedefizite hibernierende Zellen aufweist [69]. Die strukturelle Integrität der
Zellmembran ist noch vorhanden. Durch den Energiemangel kommt es zu einer
Konformationsänderung im Bereich der lipophilen Köpfe mit dem teilweisen Bruch der
unpolaren Reste. Dadurch rotiert das polare Köpfchen und gibt eine Bindungsstelle für
Pentraxine frei. (Abb.2.3 auf S.32)

Hier kann sich nun das vermehrt durch die Leber synthetisierte CRP anlagern.
Ereignisse wie Infektionen aber auch Infarkte wirken als Trigger der Stimulation. Auf
Grund der angeborenen Immunantwort kommt es zu einer Aktivierung des klassischen
Weges mit einer Antigen- Antikörperkomplexbildung. Darüber kommt es zu einer
ebenfalls erhöhten Synthese von C1q-Komplement. C1q besteht aus 2 miteinander
verbundenen Strukturen, bestehend aus einem C-terminalen Ende und einem
N-terminalem Ende, das wiederum die bindenden Strukturen der A,- B,- und C-Ketten
enthält. (Abb.2.2 auf S.30)

C-Terminal

N-Terminal

A-, B-, C-
Ketten

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung von C1q, und der bindenden Struktu-
ren.

Jede der 3 schematisch dargestellten Ketten (im Bild 2.2 als A,- B,- und C-terminale
Ketten bezeichnet) besteht aus einem Trimer. Dieses bindet an seinem C-terminalen
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Ende u.a. auch CRP. Dadurch entsteht ein Komplex aus Membranmolekül, CRP und
C1q. Dieser Komplex wird von eingewanderten Makrophagen im Infarktgebiet
gebunden. Makrophagen verfügen über einen C1r/s Rezeptor, an dem das N-terminale
Ende des C1q-Komplements anbindet [93]. (Abb.2.3 auf S.32)

C1q kann allerdings auch direkt an die Oberfläche von Krankheitserregern binden und
den klassischen Weg so auch ohne die Hilfe von Antikörpern einleiten [29] Die
Bindungsstelle ist ebenfalls für IgM, IgG, beta-Amyloidpeptide und andere Pentraxine
verfügbar.

Während es auf dem Gebiet der Kardiologie zum Einfluss von CRP auf das
Entzündungsgeschehen nach einem Akuten Myokardinfarkt bereits diverse
Erkenntnisse gibt und in Versuchen am Tiermodell der Ratte gezeigt wurden, dass ein
Zusammenhang zwischen CRP und Postinfarktmorbidität und -mortalität besteht, sind
Erkentnisse über die Funktion des CRP bei respiratorischen Erkrankungen eher
uneindeutig. In diesem Zusammenhang wird von einer möglichen Beteiligung bei der
Opsonierung von infektiösen Noxen und beschädigten, energiedefizienten Zellen
ausgegangen [23] [42] [58] [106].

Konsens gibt es jedoch bei der Rolle des CRP als Diagnostikum für sowohl infektiöse
als auch inflammatorische Erkrankungen [21] [35] [45] [61].

Im Verlauf des akuten Myokardinfarktes steigt, wie bereits beschrieben, die
CRP-Konzentration im Blut an. Kontroverse Diskussionen gibt es darüber, ob das
CRP lediglich als Marker der Aktivierung des Komplementsystems [8] [27] zu
betrachten sei oder ob es einen kausalen Beitrag zur Schädigung des Myokards nach
AMI gibt [19] [42] [79] [82] [97].

2.3.2.4 Diagnostische Infarktmarker

Für die primäre Diagnostik des akuten Myokardinfarktes stehen neben der
Elektrokardiographie die Analyse von Laborwerten zur Verfügung. Troponine
bezeichnen Proteinkomplexe, die aus drei Untereinheiten bestehen und in Myozyten
vorkommen. (Abb.2.4 auf S.33)

Die kardialen (c) Troponine (Tn) haben die Bezeichnung Troponin I (cTnI), Troponin
T (cTnT) und Troponin C (cTnC). Hinsichtlich TnI und TnT existieren für jeden
Muskeltyp gewebespezifische Isoformen, von TnC allerdings nicht [100].
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der CRP-Synthese Die vermehrte
Synthese wird durch den Myokardinfarkt getriggert. Anlagerung an
die geschädigte Zellmembran mit folgender Opsonierung und Phago-
zytose.
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Abbildung 2.4: Troponinkomplex mit Untereinheiten als Bestandteil der kon-
traktilen Struktur [77]. Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Pro-
fessor MM.Hirschl und dem Verlag Kraus & Pachernegg Wien, Austria

Als hochspezifischer und hochsensibler Diagnoseparameter wird das kardiale Troponin
T/ I gewertet. Troponine sind Bestandteil der kontraktilen Strukturen der Muskulatur
und weisen mit dem kardialen Troponin (Tnc) ein herzspezifisches Protein mit hoher
Sensitivität auf. Eine Troponinerhöhung wurde daher in alle neuen Definitionen des
Myokardinfarktes mit oder ohne ST-Streckenhebung eingeschlossen [4] [5].

Der größte Anteil der Troponine ist über Tropomyosin an die Actin-Filamente des
Sarkomers der Kardiomyozyten gebunden. Ein kleiner Teil der Troponine liegt im
gelösten Zustand vor. Bei irreversibler ischämischer Schädigung der Kardiomyozyten
kommt es zuerst zu einer plötzlichen Freisetzung des Zytoplasmapools, gefolgt von
einer durch die Zelllyse bedingten, kontinuierlichen Freisetzung der myofibrillär
gebundenen Troponine. Die Freisetzung beginnt bereits 3-6 h nach Ereigniseintritt,
erreicht ihr Maximum nach ca. 12 Stunden und können für einen Zeitraum von etwa 14
Tagen vermehrt im peripheren Blut nachgewiesen werden. Trotz der Spezifität und
Sensivität eignen sie sich jedoch durch Ihre lange Nachweisdauer weniger für
prognostische Aussagen [20].

Differentialdiagnostisch können beim Vorliegen von erhöhten Troponin-Werten kardiale
Ursachen wie Myokarditis, Herztrauma, Herzinsuffizienz oder Kardiomyopathien
vorliegen. Nichtkardiale Ursachen schließen Niereninsuffizienz, Schlaganfall oder
septische Patienten ein [54].

Die Creatinkinase als weiterer Laborparameter ist ein in den Muskeln und im Gehirn
nachweisbares Enzym. Es überträgt die N-Phosphorylgruppe von Phospho-Kreatin auf
Adenosindiphosphat. Dadurch kommt es zu einer Regeneration von
Adenosintriphosphat als Energieträger und Signalmolekül [34] [41] [92].

Die Creatinkinase kann in 4 Isoenzyme unterschieden werden. Dabei findet die
Verteilung in die Subtypen MM -Skelettmuskulatur, MB -Myokardmuskulatur,
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BB -Gehirntyp und MiMi -für die Mitochondriale Creatinkinase Anwendung.

Für die Infarktdiagnostik wird primär das CK-MB ausgewertet. CK-MB ist ein
selektiver und empfindlicher Marker für reine Myokardschädigung. In der Spezifität
sind die Troponine jedoch der CK-MB überlegen. Vorteilhaft gegenüber den
Troponinen ist, dass nach einem akuten Ereignis der Anstieg 1 - 3 Stunden vor dem
Troponin erfolgt, die CK-MB in der frühen klinischen Phase also deutlich sensitiver ist.
Dies wirkt sich auch bei einem Reinfarkt aus, der mit der CK-MB auf Grund des
deutlich schnelleren Absinkens und im Fall eines Reinfarktes deutlich schneller
ansteigt, im Gegensatz zu Troponin rascher zu diagnostizieren ist.
Differentialdiagnostisch gilt es zu berücksichtigen:
Kardiale Ursachen: u.a.Myokarditis,

Nichtkardiale Ursachen: u.a. Muskelnekrosen, Muskeldystrophien, maligne Tumore,
Hypothyreose, starke physische Belastung, Verletzungen.
Als weiterer diagnostischer Marker wird die Bestimmung von Myoglobin herangezogen.
Untersuchungen über erhöhte Werte, die in einem Zusammenhang mit dem akuten
Myokardinfarkt stehen könnten, wurden bereits 1977 durchgeführt [98].

Myoglobin ist ein Protein aus der Gruppe der Globine, die immer eine
Sauerstoffbindende Hämgruppe enthalten. Das Vorkommen von Myoglobin ist auf
Herz- und Skelettmuskulatur von Säugetieren beschränkt. Ein Anstieg der
Myoglobinkonzentration im Blutserum kann auf eine Rabdomyolyse hin deuten und
kann ebenfalls als Indikator für einen Herzinfarkt gelten. In der Herzinfarktdiagnostik
gilt Myoglobin als schnellster sensitiver Parameter in der Frühphase des Infarktes,
soweit andere Grunderkrankungen ausgeschlossen werden können. Entsprechend den
aktuellen Richtlinien wird Myoglobin als Marker zur Diagnose muskulärer
Schädigungen herangezogen [101].

Die Halbwertzeit beträgt 10 - 20 Minuten mit anschließender glomerulärer Filtration.
Bei einem Myokardinfarkt steigt der Wert für Myoglobin innerhalb der ersten 1 - 2
Stunden an und erreicht das Maximum nach 4 - 6 h. Nach 12 bis 24 Stunden hat sich
der Wert wieder normalisiert. Der Anstieg von Myoglobin ist unspezifisch und kann
auch nach starken körperlichen Belastungen, bei Muskuloskelettalen Verletzungen,
intramuskulären Injektionen, Polytrauma, chronischer Niereninsuffizienz oder
Muskelerkrankungen stark erhöhte Werte aufweisen [90] [104]. (Abb.2.5 auf S.35)
Die Werte für Myoglobin werden in den Auswertungen zum Versuch nicht erhoben, da
das Vorhandensein des induzierten Infarktes bekannt ist und somit nicht diagnostiziert
werden muss.
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Abbildung 2.5: Vergleich der Infarktmarker im zeitlichen Verlauf.
Auf der Y–Achse sind Messbereiche dargestellt, die ein Vielfaches des
oberen Normwertes erreichen. (Einheiten wurden auf Grund der unter-
schiedlichen SI-Einheiten nicht eingetragen.) Auf der X–Achse ist der
Verlauf in Tagen dargestellt. Die horizontale rote Linie stellt die kli-
nische Entscheidungsgrenze für die Diagnose eines Herzinfarktes dar.
Modifizierte Graphik nach Jaannadha Rao Peela [31].
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2.4 Zielsetzung

Mit der vorliegenden Arbeit soll die spezifische CRP-Apherese als mögliche zusätzliche
Therapie des akuten Myokardinfarkts evaluiert werden. Basierend auf den progressiven
Kenntnissen zu immunologischen Vorgängen und Reaktionen des Organismus auf
endogene Noxe will die durchgeführte Studie die Behandlung auf immunologischer
Ebene durch spezifische Reduktion von CRP als Entzündungsmarker und den damit
sinkenden Einfluss auf die Folgen eines Postinfarktgeschehens nach akutem
Myokardinfarkt überprüfen. Besondere Berücksichtigung in der durchgeführten
Versuchsreihe finden hierbei die spezifische Reduktion von CRP, unabhängig zur
tatsächlich ablaufenden Neusynthese. Die Ergebnisse der unterschiedlichen
Behandlungsgruppen und die damit assoziierten Gewebsmodulationen werden im
Vergleich evaluiert und dargestellt. Anhand der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss
auf die Narbenbildung durch Reduktion von zirkulierendem C-reaktivem Protein als
Zellmarker für lethale aber auch für regenerationsfähige, „beschädigte“ Zellen nach
einem akuten Myokardinfarkt im Tierversuchsmodell betrachtet werden. Wesentliche
Hypothesen der Arbeit sind die mögliche CRP-Entfernung durch Apherese unter
Verwendung eines spezifischen Adsorbers nach einem akuten Myokardinfarkt einerseits
und ein dadurch sichtbarer Einfluss auf den Bereich des Reperfusionsschadens in Bezug
auf Ausdehnung und Vitalität andererseits.
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Studiendesign und Ablaufschema

OP-Tag mit Katheteranlage, Infarktsetzung, 
Okklusion für 60 Minuten, MRT 1h post 
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Abbildung 3.1: Darstellung des Studiendesigns in einem Ablaufschema. Die Ein-
teilung in die jeweilige Versuchsgruppe erfolgt zufällig und zu gleichen
Teilen.
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3.2 Versuchstiere und Haltungsmethoden

Der Versuch orientiert am Versuch von Slagman et.al, wobei im Bereich der Anästhesie
wesentlichen Modifikationen durchgeführt wurden. [97].

Für den Versuch wurden 38 junge, gesunde weibliche Schweine der Hybridrasse DW x
(Deutsches Weideschwein) x DL (Deutsche Landrasse) eingesetzt. Der Versuch wurde
beim LaGeSo Berlin (Landesamt für Gesundheit und Soziales) beantragt und unter der
Versuchsnummer G 0256/11 genehmigt.
Bei allen eingesetzten Tieren handelte es sich um Landwirtschaftliche Nutztiere, die
mit einem Ausgangskörpergewicht von ca. 33 kg - 37 kg von einem regionalen
Schweinezüchter erworben wurden. Die Haltung der Tiere in der Versuchshaltung
erfolgte entsprechend den gesetzlichen Bestimmungen und Vorgaben für die
Versuchstierhaltung. Die Tiere wurden präoperativ in Gruppen von 3 - 4 Tieren
gehalten. Wasser stand für alle Tiere ad libitum zur Verfügung. Die Tiere wurden 2x
täglich mit pelletiertem Futter (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG Lage,
Deutschland) versorgt. Zusätzlich gab es Äpfel und Karotten. Das Hygienekonzept der
Forschungseinrichtung für experimentelle Medizin, Charité Universitätsmedizin
Berlin (FEM) sieht eine konventionelle Haltung von Hausschweinen auf durchgehend
planbefestigtem Boden mit Einstreu einer Teilfläche vor. Die Tiere werden in den
ersten drei Tagen nicht abgeduscht, um eine Besiedelung des Tierhaltungsraumes mit
der Tier-(Bestands)spezifischen Keimflora zu ermöglichen. Die Tierhaltungsräume
werden 2x täglich gemistet/gereinigt und 1x/wöchentlich, im rein/raus-Prinzip oder bei
besonderem Bedarf im Projekt desinfiziert (Inzidine™N extra Ecolab Deutschland
GmbH Monheim am Rhein, Deutschland bei Bedarf Neopredisan™Menno
Chemie–Vertrieb GmbH Norderstedt, Deutschland). Die Tiere stammen aus
landwirtschaftlichen Nutztierhaltungen, vorzugsweise aus
Muttersauen-Erzeugerbetrieben, da diese sehr gute Hygiene- und
Gesundheitsprogramme haben. Außerdem handelt es sich hierbei stetes um
Kreuzungszuchten, bei denen der Fokus auf Gesundheit und Belastbarkeit liegt und
weniger auf den maximalen täglichen Wachstumsraten der Jungtiere. Es besteht ein
regelmäßiger Austausch und Rückmeldung an den festen Lieferanten der FEM und ggf.
direkt ansonsten über den Lieferanten an die Landwirte bzgl. der Tiergesundheit der
gelieferten Tiere. Tiere, die bereits beim Ausladeprozess deutlich erkennbar für die
Tierversuchsdurchführung relevant klinisch erkrankt sind, werden nicht angenommen.
Es erfolgt stets eine gründliche adspektorische Untersuchung seitens der Tierpfleger
während des Handlings und der Pflege auf mögliche, durch Bewegung und Spiel/
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Beschäftigungsbelastung auslösbarer Symptome sowie der adspektorischen
Untersuchung in Ruhe durch die Tierärzte des Versuchstierkundlichen Dienstes auf
beginnende Symptomatiken von Erkrankungen, die noch durch Aufregung aller Art
maskiert werden. Bei Zustandsänderung der Tiere, Verdacht auf
Infektionserkrankungen oder einsetzenden Lahmheiten erfolgt eine weiterführende
Untersuchung und Therapie in Absprache mit Versuchsleitern und
Tierschutzbeauftragten sofern eine Nutzung der Tiere nach erfolgreicher Behandlung
weder zu einer gesteigerten Belastung im Tierversuch führt noch die Durchführung und
Aussagekraft des Versuches einschränkt oder sogar gefährdet. Die Untersuchung auf
Parasiten erfolgt Halbjährlich. Dazu werden Sammelkotproben aus jeweils einem Raum
der Tierhaltung entnommen. Stroh und Heu werden bei Lieferung und vor der Nutzung
einer optischen und olfaktorischen Kontrolle unterzogen.

3.3 Versuchsvorbereitung/ Training der Tiere

Für die postoperative Blutentnahme war es von großer Bedeutung, den Tieren
möglichst stressarm über einen zuvor intraoperativ gelegten Hämodialysekatheter
einerseits Blut entnehmen zu können und andererseits notwendige Medikationen
durchzuführen. Weiterhin musste so stressarm wie möglich die postoperative Analgesie
in Form von Fentanylpatches aufgeklebt werden können. Jede neue Gruppe wurde
dabei zeitlich gestaffelt mindestens 14 Tage vor Versuchsbeginn bereits in der
Versuchseinrichtung eingestallt, um das Stressniveau möglichst gering zu halten und
ein gering manipulatives Arbeiten am Tier zu ermöglichen. Um dieses zu gewährleisten,
wurden die Tiere bereits am dritten Tag beginnend nach Ihrer Ankunft durch
intensiven Kontakt mit den unmittelbar am Versuch beteiligten Veterinärmedizinern
desensibilisiert. Ein gut geeignetes Hilfsmittel zur Steigerung der Zutraulichkeit war
hierbei die Gabe von Obststückchen und Zuckerwürfeln. Durch den täglichen Kontakt
zu den Tieren konnten diese letztendlich stressfrei berührt und in geringem Maße
manipuliert werden.

3.4 Gruppenaufteilung

Für den Versuch wurden 3 Gruppen gebildet. Alle Tiere, unabhängig von ihrer
Gruppenzugehörigkeit erhielten einen Myokardinfarkt. Die Gruppen wurden im Verlauf
entsprechend der Behandlungsformen in die Kategorien
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1. Kontrolle – ohne additive Behandlung über die notwendige postoperative
Intensivbetreuung hinaus

2. Sham-Apherese – hierbei wurden die Apherese ohne den spezifischen CRP-
Adsorber durchgeführt und

3. Verum-Apherese – Durchführung der Apherese mit Einsatz des CRP-spezifischen
Adsorbers,

eingeteilt. (Abb.3.1 auf S.37)

3.5 OP-Vorbereitung/ Prämedikation

Die Tiere wurden unmittelbar präoperativ für 12 - 18 h Nahrungskarent bei freiem
Zugang zu Wasser gehalten. Dieses entspricht den Empfehlungen der GV-SOLAS
(Gesellschaft für Versuchstierkunde - society of laboratory animal science) [38].

Die Auswahl des Versuchstieres erfolgte bereits am Vortag und war vom
gesundheitlichen Status und dem aktuellen Körpergewicht abhängig. Als Benchmark
für das Körpergewicht wurde > 40 kg angesetzt. Die Prämedikation erfolgte
intramuskulär und bestand aus einer Mischung aus Ketamin 10 %ig mit Xylazin 2 %
und Stresnil. Zusätzlich wurde mit der Prämedikation Atropinsulfat als
Parasympatholytikum zur Reduktion der Speichel- und Bronchialsekretbildung für die
später folgende Endotrachealintubation injiziert. Die Dosierung erfolgte
gewichtsabhängig. Über eine Trichtermaske wurden die Tieren mit 100 %igem
Sauerstoff im Flow unter Pulsoxymetrischer Überwachung präoxigeniert.

Alle verwendeten Medikamente sind in tabellarischer Form zusammengefasst. (Tab.3.1
auf S.41)
Während der OP-Vorbereitung wurde zunächst ein venöser Zugang über eine geeignete
periphere Vene nach Säuberung und Desinfektion der Punktionsstelle gelegt. Über
diesen Zugang wurden dann sowohl Volumen (Vollelektrolytlösungen - Sterofundin©),
die prä- und postoperative Antibiose Unacid© und nach dem Wechsel des
Narkoseregimes die TIVA appliziert. Für die endotracheale Intubation wurden
2 - 3mg/ kg Propofol 2 %ig streng i.v. injiziert. Unmitelbar darauf wurde noch
Fentanyl-Injektionslösung© in der Dosierung von 0,3 - 0,5µg/ kg intravenös dosiert.
Fentanyl als stark wirksammes Analgetikum redziert in dieser Verwendung den
Intubationsreiz. Nach Abflachung der Atmung wurde unter Sichtkontrolle mit einem

40



Tabelle 3.1: Verwendete Medikamente für Prämedikation, Einleitung, Aufrechter-
haltung der Narkose, Analgetika und Antibiotika

Medikament Verwendung Dosierung Hersteller

Atropin Prämedikation 0.03mg/ kg B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Germany

Azaperon Prämedikation 3mg/ kg Janssen Animal Health
Beerse, Belgien

Ketamin 10% Prämedikation 25mg/ kg Serumwerk Bernburg
Sachsen-Anhalt, Germany

Xylazin 2% Prämedikation 3,7mg/ kg CP Pharma Handelsgesellschaft
GmbH Burgdorf, Deutschland

Unacid© Antibiose 2x 1,5g Pfizer Pharma PFE Gmbh
Berlin, Deutschland

Propofol 2% Narkoseeinleitung 2 - 3µg/ kg B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Germany

Fentanyl Injektions-
Lösung

Narkoseeinleitung
Analgesie 0,3 - 0,5µg/ kg Janssen Animal Health

Beerse, Belgien

Durogesic© Analgesie 75µg Janssen-Cilag GmbH
Neuss, Germany

Bepanthen©

Augensalbe Antiexsikkativ Bayer Vital GmbH
Leverkusen, Deutschland

Forene© Anästhesie 1,3 - 1,5 Vol.% Baxter Healthcare Corperation
Deerfield IL, USA

Veracin Antibiose 0,04ml/ kg Albrecht GmbH
Aulendorf, Germany

Heparin Antikoagulanz 10.000I.E. Rotexmedica GmbH Arzneimittelwerk
Trittau, Germany

ASS NSAR 100mg/ d Bayer AG
Leverkusen, Deutschland
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langen Intubationsspatel nach Miller mit integrierter Lichtquelle intubiert. Das volatile
Anästhesiegas Isofluran© mit 1,3–1,5 Vol. % zusäzlich mit Sauerstoff/
Raumluftgemisch im 75/ 25 Verhältnis eingeleitet. Es erfolgte eine Volumenkontollierte
Normoventilation. Für die Beatmung wurde ein Narkosegerät Dräger Cato©

eingesetzt. In Abhängigkeit vom expiratorischen CO2 Wert, zwischen 35 und 38 mmHg,
wurde das Verhältnis von Tidalvolumen und Atemfrequenz unter Analyse der Blutgase
angepasst. Individuumassoziierte Schwankungsbreiten sowohl nach oben (> 38 mmHg)
als auch nach unten (< 35 mmHg) waren sichtbar. Dieses hatte keinen Einfluss auf die
Narkose oder die Versuchsdurchführung. Eine Magensonde wurde gelegt und in die
Augen zum Schutz vor Exsikkation Bepathen© eingebracht. Auf Grund der
mehrstündigen Narkoseführung und der notwendigen Flüssigkeitsbilanzierung wurde
die Harnblase katheterisiert und ein Urinmessbehälter angeschlossen. Die folgende
Instrumentierung erfolgte under sterilen OP-Bedingungen.

3.6 Anästhesie

Alle verwendeten Materialien für die Durchführung und das Monitoring der Anästhesie
wurden in Tabelle 3.2 auf Seite 43 zusammengefaßt.
Zusätzlich wurde bereits in der Einleitungsphase ein Fentanylpflaster Durogesic© mit
75µg Wirkstoffkonzentration im axillaren Bereich des Humerus aufgebracht, um so ein
Anfluten des Wirkstoffes bis zum Erreichen der Wirkschwelle nach ca. 12 h zu
ermöglichen. Das Tier wurde in Rückenlage gebracht und unter manueller Kontrolle
nach erfolgter Reinigung und Desinfektion ein arterieller Zugang in Seldinger Technik
mit einer Veneverweilkanüle Vasofix© im Inguinalbereich der Arteria femoralis für die
invasive Blutdruckmessung und notwendiger Probenentnahmen zur Blutgasanalyse
gelegt. Der Zugang wurde mit Leukotape© fixiert. Das Monitoring zur Überwachung
von Vitalfunktionen wurde angeschlossen. Im einzelnen wurden überwacht:

– Sauerstoffsättigung

– CO2 Konzentration

– Köpertemperatur (via Oesophagussonde)

– Zentralvenöser Druck

– Systolischer, Diastolischer und Mittlerer Arterieller Druck

– EKG
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Tabelle 3.2: Materialien der Anästhesie für die volatile Narkose, TIVA,
Monitoring, Volumenkontrolle und Hämodialysekatheter.

Material Verwendung Hersteller

Vasofix© peripherer
Venenzugang

B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Germany

Nellcor®Dura Y Messclip periphere
O2-Sättigung

Medtronic
Minneapolis MN, USA

HP 5000
Module Überwachung Narkose Hewlett-Packard

Pablo Alto CA, USA

Hi-Lo© Endotrachealtubus Malinckrodt Pharmaceuticals
Dublin, Ireland

Cato© Narkosegerät Drägerwerk AG & Co.KGaA
Lübeck, Deutschland

Radiometer
ABL 800 Blutgasanalyse Radiometer

Copenhagen, Denmark

Rüsch-Katheter Blasenkatheter Telflex Medical Europe Ltd.
Athlone, Ireland

UM 500© Urimeter Sarstedt AG & Co.
Nürnbrecht, Deutschland

Hickman© Doppelllumen-
Hämodialysekatheter

BARD Peripheral Vascular Inc.
Tempe AZ, USA

Vicryl®-2.0 chirurgischer Faden Ethicon LLC
Cincinnati OH, USA

Prolene®-2.0 chirurgischer Faden Ethicon LLC
Cincinnati OH, USA

Perfusor© Spritzenpumpe B.Braun Melsungen AG
Melsungen, German

Perfusor© Spritze 50 mL B.Braun Melsungen AG
Melsungen, German
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Die Anästhesie wurde balanciert mit einer Isoflurankonzentration von 1,3 - 1,5 Vol% als
Zielwert und nach Wirkung durchgeführt. Es erfolgte eine Volumenkontrollierte
Normoventilation. In Abähngigkeit zum espiratorischen CO2 Wert (zwischen 35 und 38
mmHg) wurde das Verhältnis von Tidalvolumen und Atemfrequenz nach
Blutgasanalyse angepa§t. Eine Magensonde wurde eingeführt. In die Augen wurde zum
Schutz vor Exsikkation eine Augencreme eingebracht. Auf Grund der mehrstündigen
Narkoseführung und der notwendigen Flüssigkeitsbilanzierung wurde die Harnblase
katheterisiert und ein Urinsammelbehälter angeschlossen. Zusätzlich zum Narkosegas
wurde eine permanente Analgesie mit Fentanyl via Spritzenpumpe gestartet. Die
Fentanyllösung wurde in einer Verdünnung mit NaCl 0,9 %ig im Verhältnis 1:5
eingesetzt. Die folgenden Instrumentierung erfolgte unter sterilen OP-Bedingungen

3.7 Instrumentierung

Vor Inzision wurde ein weiterer Bolus von 2mL Fentanyl-Injektionslösung langsam
intravenös appliziert. Die Inszision erfolgte anschließend im Bereich des musculus
sternoclaidomastoideus, ausgehend 2 Fingerbreit vom Sternum in cranialer Richtung.
Nach Durchtrennung des Hautmuskels wurden die Gefäße der Vena jugularis externa
und der Arteria communis laterais unter Schonung der umgebenden Strukturen
präparativ dargestellt und eine vena sectio durchgeführt. Jeweils am cranialen und am
caudalen Ende der Präparation eine Ligatur vorgelegt. Die Vene wurde im Bereich der
Adventitia unter möglicher Einbeziehung der Tunica media fixiert und anschließend
wenig inzisiert. Gleichzeitig wurden die vorgelegten Ligaturfäden gestrafft, um ein
retrogrades Auslaufen der Vene zu verhindern.

Abbildung 3.2: Doppelluminger Hämodialysekatheter
Hickman© zur gleichzeitigen Entnahme und Rückgabe von Blut aus einem

großlumigen peripheren Gefäß.
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Der vorbereitete sterile und mit NaCl-Lösung vorgespülte
Hickman©-Doppellumen-Hämodialysekatheter (Abb.3.2 auf S.44) wurde nun in die
Vene eingeführt und eine Ligatur vorsichtig bis zur Abdichtung der Gefäßwand am
Dialysekatheter vorgelegt. Der craniale Anteil der Vena jugularis wurde komplett
legiert. Die Lagekontrolle des Katheters erfolgte nochmals radiologisch. Anschließend
wurde der Katheter mit NaCl gespült und temporär verschlossen. In die zuvor
freigelegte Arteria carotis communis wurde unter Sichtkontrolle eine Arterielle Schleuse
ArrowFlex© mit der Seldinger-Technik gelegt. Ein rotierendes Hämostaseventil wurde
konnektiert.

Der zum Beginn eingesetzte Hämodialysekatheter wurde nun in 2 Schritten durch
subcutane Tunnelung von ventral nach dorsal um den Hals herumgeführt und trat
später im Bereich der Scapulae caudodorsal aus. Nachdem der erste Hilfsschnitt für die
Tunnelung an der lateralen Halswand erfolgte und der Katheter hier austrat, wurde
intrasectio noch einmal Veracin© appliziert, die Wunde der Sectio chirurgisch in
mehreren Schichten verschlossen und mit einem Wundverband abgedeckt. Der
Katheter wurde nun in einem zweiten Schritt caudodorsal medial der Scapulae
ausgeführt und befestigt. Die Enden des Katheters wurden in einer extra hergestellten
und auf dem Rücken mit 4 Hautheften zuvor befestigten Stofftasche überdeckt und die
Tasche mit geeignetem Klebeverband und unter Polsterung der Katheterenden mit
Zellfliess abgedeckt.

3.8 Infarktinduktion

Alle anschließenden, mit dem Infarktmodell in Zusammenhang stehenden Maßnahmen
wie Katheterisierung, Angiographie und Infarktinduktion wurden durch Kardiologen
des DHZB durchgeführt. (Materialien in Tabelle 3.3 auf Seite 46.)

Über die zuvor angelegte arterielle Schleuse erfolgte die Koronarkatheterisierung und
die temporäre Ballonokklusion mit okkludierbarem Dilatataionskatheter. Unter
radiologischer kontrastmittelgestützter Bildgebung wurde der Katheter bis zum 2ten
Seitenast des RIVA (Ramus interventricularis anterior) vorgeführt. (Abb.3.3 auf S.47)
Das Gefäß wurde nun durch Inflation des Ballonkatheters okkludiert. (Abb.3.4 auf
S.47) Die Ausnahme hiervon waren 2 Tiere, bei denen der 3te Seitenast temporär
verschlossen wurde, da der 2te Seitenast nur marginal ausgebildet und daher nicht für
die Okklusion zur Infarktinduktion geeignet war. Die Okklusion blieb nun für 1h
aufrecht. Nach dieser Zeit wurde der Gefäßverschluss geöffnet und eine weitere
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Tabelle 3.3: Materialien für Infarzierung

Material Verwendung/ Größe Hersteller

ArrowFlex© Arrow Arterielle Schleuse
8,5 F

Teleflex Medical Europe Ltd.
Athlone, Ireland

Hämsotaseventil
-rotierend- 0,115" Abbot Vascular

Santa Clara CA, USA

Führungsdraht 0,0014" Abbot Vascular
Santa Clara CA, USA

Sequent©
Rapid Exxchange
PTCA-Katheter

Dilatationskatheter B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Germany

Ultravist© 120 Kontrastmittel Bayer AG Pharmaceuticals
Berlin, Deutschland

BD Röntgen
C-Bogen Phillips Healthcare Best, Niederlande
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angiographische Kontrolle zur Überprüfung einer Reperfusion im zuvor verschlossenen
Bereich durchgeführt. Anschließend wurde die arterielle Schleuse entfernt und das
Gefäß legiert.

Abbildung 3.3: Angiographie der linksseitigen Herzgefäßstruktur mit Darstel-
lung des RIVA mit vorgelegtem Führungsdraht im Bereich des Seiten-
astes – apikal als regelmäßig längliche Struktur erkennbar und durch
einen Verlaufspfeil im Bild markiert

Abbildung 3.4: Angiographie mit Okklusion des 2ten Seitenastes des RIVA zur In-
farktinduktion – im zentralen Bildausschnitt als zylindrische Struktur
erkennbar und durch einen Pfeil markiert.

3.9 Wechsel des Anästhesieregimes

Zur vergleichbaren Darstellung des Infarktareals iim Bezug zum Verlauf und zur
Behandlungsgruppe wurde am OP-Tag und am Tag 14 post-OP ein MRT-Scan mit
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verschiedenen Darstellungssequenzen durchgeführt. Für den Transport zum MRT
wurde das Anästhesieregime von Inhalationsnarkose auf eine intravenös applizierte
Anästhesie (TIVA) umgestellt, da zum Zeitpunkt der Studie kein geeignetes
MRT-taugliches Narkosegerät zu Verfügung stand. Es erfolgte ein Wechsel auf eine
Mischanäshtesie aus Ketamin (20 - 40 mg/ kg/ h und Propofol in der Dosierung
0,1 - 0,2 mg/ kg/min. Weiterhin wurde Fentanyl als Analgetikum dauerhaft über eine
Spritzenpumpe perfundiert. Wahrend des Transportes zum MRT und während der
Durchführung des MRT wurde entsprechend den letzten Einstellungen am
Narkosegerät mit einem Beatmungsbeutel (Ambu©- Beutel) unter Kontrolle der
Sauerstoffsättigung manuell ventiliert.

3.10 MRT

Das Fehlen einer MRT-tauglichen Beatmungseinheit wurde durch manuell frequente
Beatmung mit einem Beatmungsbeutel (Ambu©–Beutel) ausgeglichen. Zur
Verbesserung der Oxygenierung war der Beatmungsbeutel über eine Verlängerung mit
einer Sauerstoffquelle mit 100 % O2 verbunden. Die Sauerstoffsättigung wurde über
eine MRT-geeignete, und an der Rüsselscheibe befestigte Messsonde kontrolliert. Die
zur Umsetzung der MRT-Sequenzen notwendige Apnoe wurde einerseits durch
kurzzeitiges Aussetzten der Beatmungsunterstützung und andererseits durch eine
gezielte Überdosierung von Narkotika erreicht. Hierfür wurde Propofol via Perfusor®

Spritzenpumpe über den zeitlichen Verlauf adaptiv erhöht. Über zuvor aufgeklebte,
MRT geeignete EKG-Elektroden, Kendall© COVIDIEN (Medtronic Minneapolis MN,
USA) wurde durch Anlegen einer bipolaren Ableitung nach Goldberger die
Herzaktivität überwacht. Für kardiologische Notfälle waren Katecholamine
(Epinephrin–Suprarenin©, Noradrenalin–Arterenol© Dobutamin–Dobutrex© und
Antiarrhythmika–Lidocain (B.Braun) und Amiodaron–Cordarex© vorbereitet.

3.10.1 MRT/ Bilderfassung

Die MR-tomographischen Untersuchungen wurden an einem Philips 1.5 Tesla Achieva
(Philips Healthcare Best, Niederlande) durch die Medizinisch technischen Assistenten
(MTA) und Kardiologen des DHZB durchgeführt. Für die Festlegung der anatomischen
Achsen wurden Echtzeitbilder unter andauernder Beatmung erzeugt. Anschließend
wurden Cine-Bilder (TR 3.7 ms, TE 1.7ms, 30 Phasen) in Kurz- und Längsachsen
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(2-, 3- und 4 Kammerblick) unter Apnoe gewonnen. Die Bilder der Kurzachse deckten
den Bereich des linken Ventrikel beginnend von der Klappenebene bis zur
Ventrikelspitze ab. Die Schnittdicke der einzelnen Schichten war lückenlos mit 7mm
justiert. Eine kontrastmittelbasierte Sequenz zur verbesserten Darstellung der
Infarktzone wurde anschließend, 10 Minuten nach intravenöser Gabe von
Gadolinium-DTPA, durchgeführt. Dabei wurden die gleichen Parameter in Bezug auf
Lokalisation und Schichtdicke wie in der Cine-Bilddarstellung (TR 7.1 ms, TE 3.1 ms,
Matrix 256 x192) angewandt. Die Inversionszeit TI als technischer Parameter zur
Gewebegewichtung in der Darstellung wurde individuell justiert um einen optimalen
Kontrast zwischen gesundem und infarziertem Myokard zu erreichen. Die Auswertung
der MRT-Bildsequenzen erfolgte am DHZB. Dafür wurde eine spezielle Software für
kardiovaskuläre MRT-Daten (CMR42 cardiovascular post-processing software for
viewing and analyzing CMR images, Circle cardiovascular Imaging Inc. Calgary,
Canada) eingesetzt. Nach der Zuordnung der endokardialen und epikardialen Konturen
wurden die betroffenen Areale innerhalb des Myokards zunächst manuell umrissen und
in der Folge durch die Software dargestellt. Dabei basierte die Darstellung auf einer
nutzerspezifischen Vorgabe des Schwellenwertes oberhalb der doppelten
Standardabweichung des normalem, unveränderten Myokardsignals. Die markierten
Bereiche mit hohem Signalaufkommen wurden quantifiziert und in Bezug zum
Volumen der jeweiligen ausgewerteten Schicht gesetzt. Für eine Berechnung der
Infarktmasse wurde das spezifische Gewicht von Myokard (1.05) mit dem errechneten
Volumen multipliziert. Für die Bewertung der LVEF wurden die Konturen der
Enddiastole und der Endsystole herangezogen. Die dargestellten Papillarmuskel und
sichtbaren Trabekel wurden in die Berechnung der Linksventrikulären Masse und des
Volumens eingeschlossen.

3.11 Aufwachphase

Unmittelbar nach den durchgeführten Untersuchungen wurden die Tiere in eine speziell
angefertigte und ausgepolsterte Intensivbox verbracht. Hier wurde additiver Sauerstoff
eingeleitet und auf die thermische Normalisierung der Tiere durch zusätzliche
Wärmequellen geachtet. Wasser stand ad libitum zur Verfügung. Diese Verfahrensweise
war nötig, da die Tiere der Behandlungsgruppen in den darauffolgenden 48 h nach
Initiierung des Primärinfarktes im Abstand von 24 h entsprechend ihrer
Versuchsgruppenzugehörigkeit durch Apherese bzw. Shamapherese behandelt wurden.
Durch die Intensivbox stand eine kontrollierte Umgebung für die Aufwachphase als
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Voraussetzung für die sich anschließenden Behandlungen und den damit verbundenen
weiteren Narkosen für die Tiere zur Verfügung. Die Tiere der Kontrollgruppe wurden
am folgenden Morgen nach veterinärmedizinischer Untersuchung auf den
Gesundheitszustand und der Blutentnahme und anschließender Medikation eine mit
Stroh ausgepolsterte Box gebracht.

3.12 Versuchsgruppen

3.12.1 Standardsituation

Für alle Tiere wurde, unabhängig Ihrer Gruppenzuordnung, die gleiche wie in den
Abschnitten 3.4 bis 3.8 auf den Seiten 39ff. beschriebene Vorgehensweise durchgeführt.
Ebenso galt für alle Tiere die partielle Entfernung des Hämodialysekatheters am Tag 7
postoperativ in Narkose. Die am Ende des Versuchszeitraumes nach 14 Tagen post-OP
durchgeführte 2te MRT-Untersuchung war ebenfalls standardmäßig für alle in den
Versuch eingeschlossenen Tiere angelegt. Über den Versuchsverlauf sind alle Tiere
täglich entsprechend den Vorgaben der Versuchsbeantragung beurteilt worden. In
Absprache mit den Tierpflegern der Einrichtung wurden täglich die aktuelle
Stoffwechselsituation und das Verhalten der Tiere eingeschätzt, um so frühzeitig auf
mögliche Änderungen des Gesundheitszustandes zu reagieren. Zusätzlich wurden die
Ergebnisse der täglichen Blutuntersuchungen zur Beurteilung des gesundheitlichen
Status ausgewertet. Gesundheitliche Veränderungen, die eine Fortführung des
Versuches aus tierschutzrechtlichen Gründen nicht zulassen, wurden in den
Abbruchkriterien zum Versuchsantrag definiert und bei den täglichen
Kontrolluntersuchungen beurteilt.

3.12.2 Kontrollgruppe

Alle Tiere der Kontrollgruppe erhielten die notwendige postoperative Intensivbetreuung
und tägliche Erhebung und Dokumentation des Gesundheitszustandes. Darüber hinaus
wurden die Tiere keinen weiterführenden Behandlungen unterzogen. Behandlungen
zum Erhalt des gesundheitlichen Status quo wurden bei Notwendigkeit nur dann
angesetzt, wenn es durch den etwaigen Einsatz von Medikamenten zu keiner
absehbaren Beeinträchtigung des Versuchsverlaufes bzw. des Versuchsergebnisses kam.
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3.12.3 Sham-Apherese Gruppe

Die Durchführung der Apherese erfolgte in Unterstützung durch Dialyseschwestern der
Charité. Alle Tiere der Sham-Apheresegruppe wurden im Verlauf am ersten
postoperativen Tag nach Infarzierung zur 2maligen Sham-Apherese im Intervall von
24 h an das Apheresesystem angeschlossen. Für die Sham-Apherese, also ohne
Verwendung eines spezifischen CRP-Adsorbers, wurde ein Primärsystem mit einem
Filter zur Plasmafiltration verwendet. Als Primärsystem wurde ein BM11© – Blood
Monitor Pump (Baxter Healthcare Corporation Deerfield IL, USA) zur
Plasmaseparation eingesetzt. (Abb.3.5 auf S.52) Zuflüsse vom Tier zur Maschine und
vice versa wurden über den implantierten Doppellumigen Hämodialysekatheter
realisiert. Ein Gesamtplasmavolumen von 6000mL wurde herausgefiltert und im
Kreislaufverfahren rezirkuliert. Damit wurde die Gleichheit der Behandlung für die
beiden Behandlungsgruppen in der Gesamtmenge des zu prozessierenden Plasmas
simuliert. Für die Behandlung wurden die Tiere entsprechend der Medikation und
Dosierung vom Vortag (Xylazin, Ketamin, Azaperon, Atropin) über den am Vortag
implantierten Hämodialysekatheter zur Einleitung der Narkose mediziert. Zuvor
wurden aus dem Katheter Blutproben für die Bestimmung von Blutparametern
entnommen, nachdem die ersten 5 mL des entnommenen Blutes verworfen wurden.
Eine Vermischung des Probenblutes mit dem Natriumcitrat des Katheterblocks hätte
zur Fehlauswertung der Proben geführt. Nach Transport zum OP-Bereich wurden alle
für die Überwachung der Vitalparameter notwendigen Sensoren angelegt. Eine
Beschreibung der überwachten Vitalparameter wurde bereits im Abschnitt 3.5
OP -Vorbereitung/ Prämedikation ab Seite 40 ausführlich gegeben. Das
Narkoseprotokoll war äquivalent zur TIVA für die Durchführung der MRT-Sequenzen
angelegt. Dieses Narkoseprotokoll wurde ebenfalls am Folgetag für die Behandlung 48 h
nach Infarzierung eingesetzt. Abweichend von den Versuchen von Slagman et al. [97],
hier wurde den Tieren nach dem Abschluss der Behandlung 500 mL Aminosteril
N-Hepa 8 % (Fresenius Kabi) zum Ausgleich des Energiedefizits intravenös infundiert,
wurde den Tieren in den aktuellen Versuchen über eine Magensonde enteral zusätzlich
hochkalorische Nährlösung verabreicht. Dieses Vorgehen ist aus der Tatsache
entstanden, dass es durch die Häufigkeit der Narkosen in sehr engen Zeitabständen mit
jeweils vorrausgehender Nahrungskarenz zur Unterversorgung mit Nährstoffen kommt
und ein andauerndes Energiedefizit zu einer Beeinträchtigung der Versuche führen
könnte. Für die Berechnung der notwendigen Energiezufuhr wurde die Wachstunsrate
von Mastläuferschweinen zugrunde gelegt. Eine tägliche Gewichtszunahme in der
Masthaltung von 800 g für Mastschweine wurde berücksichtigt [56]. Für den Ausgleich
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BM11–Baxxter als
Filtersystem zur
Plasmaseparation

ADASorb© medicap als
Sekundärgerät zur
Plasmabehandlung

Abbildung 3.5: Primärgerät BM11 und Sekundärgerät ADASorb©

des Energiedefizites ist Fresubin®(Fresenius Kabi Fingal Bay Balbriggan, Co. Dublin,
Ireland) eingesetzt worden. 1 Liter der Lösung deckte einen Kalorienbedarf von
2000 kcal. Die Gesamtmenge wurde über den Verlauf der 5 - 6 stündigen Apherese
appliziert. Anhand der stündlich durchgeführten Blutgasanalysen (BGA) wurde die
Auswirkung der enteralen Nahrungssubstitution überprüft.
Für die Erstellung eines CRP-Profils zur Überprüfung der in-house-Laborauswertungen
wurden aus dem Speicherhälter der Maschine für separiertes Plasma im Verlauf der
Behandlung jeweils nach 1Liter behandeltem Plasmavolumen 20 mL des Filtrates
entnommen und für anschließende Diagnostik alliquotiert. Im Anschluss an die
Behandlung wurden die Tiere noch im OP-Bereich nach Einsetzen der frequenten
Spontanatmung extubiert. Die am Tier peripher gemessene Sauerstoffsättigung bei
Raumluft wurde weiterhin kontrolliert und bei Bedarf Sauerstoff über einen
Beatmungstrichter zusätzlich angeboten. Die Anschlüsse des Hämodialysekatheters
wurden mit NaCl gespült, gereinigt und mit einem geeigneten Desinfektionsmittel
desinfiziert. Beide Schenkel wurden mit 3 %iger Natriumcitratlösung (Klinikapotheke
des CVK-Charité Universitätsmedizin Berlin) geblockt und der Katheter wieder sicher
in der dafür vorgesehenen Stofftasche verpackt.
Anschließend wurde das Tier in den Stall gebracht, dort auf Stroh gelagert und bis
zum vollständigen Erwachen überwacht.
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3.12.4 Verum-Apherese Gruppe

Alle Tiere der Verum-Apheresegruppe wurden im Verlauf am ersten Postoperativen
Tag nach Infarzierung zur 2maligen Apherese im Abstand von 24 h an das
Apheresesystem angeschlossen. Für die Verum-Apheresegruppe, also mit Verwendung
eines reaktiven CRP-Adsorbers wurde eine BM11 - Baxter® Hämodialysemaschine als
Primärsystem zur Plasmafiltration in Kombination mit einer ADASorb© - medicap
homecare GmbH als Sekundärsystem mit dem CRP-Adsorber nach dem Prinzip des
offenen Sekundärsystems eingesetzt. (Abb.3.6 auf S.54) Zuflüsse vom Tier zur
Maschine und vice versa wurden über den Doppellumigen Hämodialysekatheter
realisiert. Hier wurde ein Gesamtplasmavolumen von 6000 mL in 6 Zyklen zu je
1000 mL über den spezifischen CRP-Adsorber geleitet. Zwischen den einzelnen Zyklen
gab es Regenerationsverfahren, in denen der Asdorber in einem mehrstufigen Verfahren
ohne Entfernung aus dem Systemkreislauf regeneriert wurde. Nach jeweils 1000 mL
behandelten Plasmavolumens wurden 20 mL des Filtrates aus dem Abfallbehälter der
Maschine entnommen und für anschließende Diagnostik alliquotiert. (analog zu den
CRP-Tests der Sham-Gruppe) Während der Behandlung wurde ebenfalls Fresubin©

enteral appliziert. Im Anschluss an den Versuch wurden die Tiere noch im OP-Bereich
nach Einsetzen einer suffizienten Spontanatmung extubiert. Die periphere
Gewebesauerstoffsättigung bei Raumluft wurde durch ein Pulsoximeters EDAN H100B
(EDAN Instruments Shenzen, China) mit einem Ohrclip weiterhin kontrolliert und bei
Notwendigkeit über einen Beatmungstrichter zusätzlich oxigeniert. Die Anschlüsse des
Hämodialysekatheters wurden mit NaCl gespült, gereinigt und mit einem geeigneten
Desinfektionsmittel desinfiziert. Beide Schenkel wurden mit 3 %iger
Natriumcitratlösung (KlinikApotheke des CVK-Charité Universitätsmedizin Berlin)
geblockt und der Katheter wieder sicher in der dafür vorgesehenen Stofftasche
verpackt. Anschließend wurde das Tier in den Stall gebracht und dort auf Stroh
gelagert und bis zum vollständigen Erwachen überwacht.

Für die Durchführung der Verum-Apherese, wurde ein experimenteller Adsorber zur
spezifischen CRP-Abreicherung eingesetzt. Die Kopplungsmatrix besteht aus einer
Phosphocholin-gekoppelten Sepharose. Durch die vorliegenden Strukturen werden
Kopplungsstellen bereitgestellt. CRP lagert sich an der Oberflächenstruktur der Matrix
an und steht somit dem Organismus nicht mehr zur Verfügung. Dadurch wird die
Menge an vorhandenem und zirkulierenden CRP reduziert.
Genauere Informationen zum funktionsspezifischen Aufbau des Adsorbers stehen aus
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rechtlichen Gründen von Seiten der Entwicklungsgruppe nicht zur Verfügung.

Primärgerät BM 11 Sekundärgerät ADASorb

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Systemkombination Primärgerät
BM 11 zur Plasmaseparation und Sekundärgerät ADASorb© mit dem
CRP-spezifischen Adsorber zur Apherese, linksseitig am Sekundärge-
rät dargestellt. (Mit freundlicher Genehmigung der medicap homecare
GmbH Ulrichstein, Germany)

3.13 Antikoagulationsstrategie

3.13.1 Antikoagulation für Sham- und Verumapheresegruppe

Durch die eingesetzte extrakorporale Zirkulation ist das Blut einem längeranhaltendem
Kontakt mit dem eingesetzten Schlauchsystem ausgesetzt. Dadurch kommt es während
der Apherese zu einem massiven Kontakt mit einer Fremdoberfläche, der sich stark
begünstigend auf eine Aktivierung des Gerinnungssystems auswirkt. Um das
Koagulieren des Blutes durch den Kontakt mit der Fremdoberfläche zu verhindern,
wurde mit Natrium-Heparin in die Gerinnungskaskade eingegriffen und so die Wirkung
des Antithrombin (AT) als natürlicher Inhibitor des Gerinnungssystems verstärkt.
(Sofortinhibitor) Es ist in der Lage, Gerinnungsfaktoren (XII, XI, IX, VIII, X) und
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Thrombin zu binden und in ihrer Wirkung zu hemmen. Dabei inhibiert es die
Thrombozytenfunktion.
Heparin wird als Antikoagulans während der extrakorporalen Zirkulation bei z.B.
Kardiopulmonalen Bypässen (CPB) in der Kardiochirurgie eingesetzt. Das hier
verwendete Unfraktionierte Heparin hat in Abängigkeit von Dosierung und Temperatur
eine Halbwertzeit von 60 – 150 Minuten. Eine Kontrolle der Gerinnungsunfähigkeit fand
durch Bestimmung der Activated Clotting Time (ACT) statt. Dabei wurde ein
Hemochron 800© (ITC Edison NJ, USA) eingesetzt. Das Gerät arbeitet mit einem
Gerinnungsaktivator (Kieselgur) Vor Beginn der Apherese wurde eine Basisdosis von
1000 I.E. Natrium-Heparin systemisch appliziert. Ein weiteres Volumen von 5000 I.E.
Natrium-Heparin wurde für das Priming des Plasmafilters eingesetzt. Über den Verlauf
der extrakorporalen Zirkulation wurde der Gerinnungsstatus durch Messung der ACT
bestimmt und durch Gabe von Heparin ausbalanciert. Der Zielwert bei kontrollierter
Normovolämie lag bei ACT> 180 s - 260 s.

3.14 Prozeduren

3.14.1 Blutentnahme

Blutentnahmen für die Messungen zur CRP-Synthese/ Abreicherung und zur
Einschätzung des gesundheitlichen Status wurden im Verlauf bis zur partiellen
Entfernung des Hämodialysekatheters nach 1 Woche täglich vorgenommen und der
Katheter im Anschluss wieder mit 3 %iger Citratlösung geblockt. Für die Bestimmung
des CRP-Levels und weiterer hämatologischer und chemischer Parameter wurden zum
Entnahmezeitpunkt jeweils die ersten 10 mL nach Abzug aus einem Schenkel des
Hickman©-Katheter verworfen und im Anschluss 20 mL in LiHeparin Probenrörchen
(Sarstedt®) überführt und bei 2400 U/ min für 10 Minuten zentrifugiert. (Thermo
Scientific© Heraeus© Biofuge© Stratos©, Fisher Scientific GmbH Schwerte,
Deutschland) Die Plasmaphase wurde danach in Aufbewahrungsröhrchen
(CryoTubes© 1,8 mL Nunc© Thermo Fischer Scientific) überführt und bei Minus
20 °Celsius für die Bestimmung von Laborparametern der Klinischen Chemie
aufbewahrt. Gleichzeitig wurden 10 Alliquots zu je einem mL Plasma hergestellt und
für weitere Analysen bei Minus 20 °Celsius gelagert. Für die hämatologischen
Bestimmungen wurde Vollblut in Kalium-EDTA Probenröhrchen (Sarstedt®)
überführt und zur Bestimmung an ein geeignetes Labor innerhalb von 1h nach
Blutentnahme weitergeleitet. (Laboklin GmbH & Co KG Bad Kissingen, Deuschland)
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Bei den Tieren der Behandlungsgruppen Sham- und Verumapherese wurde an den
beiden aufeinanderfolgenden Behandlungstagen 1 und 2 postoperativ jeweils aus dem
Plasmasammelbehälter der Aphereseeinheit Plasma für die Bestimmung des
C-reaktiven Proteins entnommen, da die Tiere über den Hämodialysekatheter mit der
Aphereseeinheit verbunden waren. An den auf die Behandlung folgenden Tagen bis
zum 7ten postoperativen Tag wurde der Dialysekatheter zur Blutentnahme genutzt.
Durch die Unspezifität des Antikörpers bei kommerziell erhältlichen ELISA-Kits zur
CRP-Bestimmung im porcinen Plasma wurden im Labor der PENTRACOR-GmbH ein
in-house-Test entwickelt, validiert und eingesetzt.

3.14.2 Medikation

Zur Vermeidung einer Katheterassoziierten Infektion im Bereich der
Hautdurchtrittsstelle des Hämodialysekatheters wurde für den Zeitraum des Verbleiben
des Katheters (für 6 Tage) nach der täglichen Blutentnahme 1mL
Enrofloxacin-Baytril© 10 %ig über den Katheter systemisch appliziert.

Für die postoperative Analgesie wurde bereits am OP-Tag ein Transdermalpflaster
Durogesic© - 75µg aufgeklebt. (Siehe Material und Methoden 3.5 ab S.40) Allen Tieren
wurde nach 72 h unter Entfernung des vorrangegangenen Transdermalpflasters jeweils
ein neues Pflaster für weitere 72 h geklebt. Dieses Vorgehen wurde nach weiteren 72 h
nochmals wiederholt. Durch die zeitlich aufeinander bezogene Erneuerung des
Transdermalpflasters konnte eine Analgesie ohne Absinken des Wirkstoffspiegels unter
die Wirkschwelle für bis zu 216 h (9 Tage) aufrechterhalten werden. Die Wirkdauer
eines korrekt angebrachten Transdermalpflasters ist für bis zu 72 h angegeben [53].

Zur Verhinderung von postoperativen Reinfarkten nach einem Akutem Myokardinfarkt
wurde Acetylsalicylsäure (ASS) als Oralpräparat in der Dosierung von 100 mg
verabreicht. Durch die Acetylsalicylsäure wird auch die Bildung von Thromboxan, eines
Bestandteils der Thrombozyten, gehemmt. Dadurch verringert sich die Gefahr
arterieller Thrombosen. ASS wird unter anderem zur Herzinfarktprophylaxe
routinemäßig genutzt. Die Hemmung der Cyclooxigenase COX - 1 wirkt sich auf die
Thrombozytenaggregation aus.. Bei höheren Dosen wird zusätzlich der COX - 2
Rezeptor gehemmt. Dadurch wirkt ASS sich negativ regulierend auf die Bildung von
Prostaglandinen, analgetisch, antirheumatisch und antipyretisch aus. Die ersten
Mitteilungen zum Protektiven Effekt von ASS stammen aus den Jahren 1953 und 1956
[66] [67]. Ähnliche Ergebnisse wurden 2 Jahrzehnte später durch die Bostoner
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Colaborative Drug Surveillance Group präsentiert [12]. Im Verlauf wiederkehrender
Untersuchungen zur protektiven Wirkung von ASS wurden zahlreiche Studien initiert,
die eine Reduktion der Mortalität unter Einsatz von ASS nachgewiesen haben [70]. ASS
gehört zur Gruppe der Cycloxigenasehemmer und wird pharmakologisch den NSAID
(non - steroidal - anti - inflammatory - drugs) zugeordnet. Die Tiere der Kontrollgruppe
bekamen unmittelbar ab dem ersten POD 100mg ASS oral verabreicht. Ausnahme am
1. und 2. POD bildeten die Behandlungsgruppen. Hier wurde ASS erst ab dem 3. POD
verabreicht. An den Tagen 1 und 2 post operationem wurde die Antikoagulation für die
Behandlungsgruppen über die kontrollierte Applikation von Natrium-Heparin während
den Behandlungen gewährleistet. (siehe hierzu 3.10.1 Antikoagulation für Sham- und
Verumapheresegruppe) Eine Therapiebegleitende Kontrolle des Gerinnungsstatus über
die durchgeführten Behandlungen hinaus erfolgte nicht.

3.15 Finalisierung des Versuches

Das Vorgehen, die Narkoseeinleitung und - führung entspricht der in 3.4 beschriebenen
Prozedur zur OP-Vorbereitung. Nach der Vergleichsbildgebung durch MRT 14 Tage
post Infarkt, die durchgeführten Sequenzen entsprachen der MRT Bildgebung am
Initialtag, wurden die Tiere in tiefer Narkose belassen. Zum Versuchsende wurde allen
Tieren über die zur Einleitung in die Vena auricularis lateralis bzw. medialis gelegte
Venenverweilkanüle während der tiefen Narkose 2mL des depolarisierendes
Muskelrelaxans Pancuronium (Inresa Arzneimittel GmbH Freiburg, Deutschland)
gefolgt von Kaliumchlorid, 8,45 %ig (B.Braun) in Überdosis injiziert. Durch das
Kalium kam es zu einer Depolarisation am Myokard mit der Folge des Herzstillstandes.
Um eine Koagulation des Blutes in den Ventrikeln zu verhindern, wurde vor
Applikation von Kaliumchlorid ein Bolus von 10.000 I.E. Natrium-Heparin über den
Venenzugang injiziert. Die Finalisierung des Versuches erfolgte entsprechend der
geltenden Tierschutzgesetzgebung.

3.15.1 Organentnahme

Zur Entnahme des Herzens wurde der Brustkorb durch Entfernung von Sternum und
Durchtrennung der Rippengelenke der entsprechenden Sternalrippen geöffnet und das
Herz mit Anteilen der großen zu- und ableitenden Gefäße entnommen. Anschließend
wurde das Herz unter Schonung der Strukturen mit lauwarmem Wasser gespült, bis
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keine blutigen Ablagerungen mehr erkennbar waren. (Abb.3.7 auf S.58) Danach wurde
das Organgewicht durch Wiegen bestimmt. (Abb.4.1 auf S.68)

Abbildung 3.7: Entnommenes Organ in toto. In der Gesamtübersicht bedeuten:
A: Darstellung des Gefäßabganges zur Infarktinduktion,
B: Darstellung des vom infarzierten Gefäß versorgten Myokardberei-
ches mit sichtbarem Myokardinfarkt im Vorderwandbereich.
Zur Orientierung wurden Pulmonalarterie, rechter Ventrikel und das
linke Atrium gekennzeichnet.
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3.15.2 Slicing

Das Herz wurde in einer speziell anpassbaren, circumferenten Haltevorrichtung manuell
fixiert und anschließend in 7 mm starke Scheiben von apikal beginnend im 90�Winkel
quer zur apiko-basalen Längsachse des Organs auf einer Schneidemaschine (Abb.3.8 auf
S.59) geschnitten. Auf eine exakte Einhaltung der Bezugswinkel wurde geachtet, um so
die Darstellung der Schnittebene mit den einschließenden Strukturen nicht
Winkelbezogen zu verändern. Dabei orientierte sich die Stärke von 7mm am Minimal
möglichen Schneidevorgang, ohne das frisch entnommene Organ zu beschädigen oder
zu zerreißen. Eine Stabilisierung durch z.B. starkes Herunterkühlen, um so eine erhöhte
Rigidität zu erzielen wurde nicht durchgeführt, da alle Organstrukturen
beschädigungsfrei für folgende Vitalfärbungen und anschließende histologische
Auswertung benötigt wurden.

Abbildung 3.8: Justierbare Schneidemaschine zur MRT-korrellierten Aufarbei-
tung der Organpräparate. Die sichtbare Breite des Schneideblattes
entspricht der Organpräparatestärke von 7 mm und entspricht derr
MRT-Darstellung.

3.15.3 Planimetrie

Für die Postmortale Berechnung der Infarktareale der einzelnen Präparatescheiben
ausserhalb der MRT-Berechnungen wurde das Verfahren der Planimetrie angewandt.
Dafür wurde mit der Open Source Software Image-J, Image and Processing Analysis in
Java (https://imagej.nih.gov) gearbeitet. Image-J ist ein Programm, das über
installierbare Plugins anwenderspezifische Funktionen bereitstellt. Das Program ist
fester Bestandteil bei wissenschaftlichen Berechnungen.
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3.16 Vitalfärbung mit TTC

3.16.1 Gewebsdifferenzierung nach TTC-Färbung

Für die Darstellung des frischen Infarktes wurde eine Vitalfärbung unter Verwendung
von Triphenyltetrazoliumchlorid durchgeführt. Dabei kommt es zu einer
Redox-Reaktion mit einem durch zelluläre Dehydrogenasen induzierten Farbumschlag
des vitalen Gewebes. (Abb.3.9 auf S.60) Nach dem Zelluntergang kommt es schnell zu
einer Inaktivierung der Dehydrogenasen und somit zur ausbleibenden Farbreaktion.
Dieser Effekt wurde genutzt, um vitale Bestandteile des Gewebes von den
untergegangenen Bestandteilen zu marginalisieren. Vitales Gewebe wird rot angefärbt,
geschädigtes bzw. frisch infarziertes Gewebe stellt sich in Abhängigkeit des
Organisationsgrades milchig-weiß bis lehmig gelb dar.

3.16.2 Vorbereitung der Färbelösung

Für die Färbung wird wasserlösliches TTC, im Ausgangszustand als weißes kristallines
Pulver vorliegend (Sigma Aldrich) in Phosphat gepufferter Salzlösung (PBS) 1-fach
gelöst. Es wurde eine 0,5 - 0,7 %ige Lösung hergestellt. Das Solvens wurde auf 37 °C in
einem Wärmekasten (Heidolph Polymax 1000, Heidolph Inkubator 1000) erwärmt und
bei dieser Temperatur kurzzeitig bis zum Einsatz gelagert. Die ideale
Reaktionstemperatur liegt bei 37 °C.

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Elektronenübertragung von
TTC zu Formazan bei der Redoxreaktion von wasserlöslichem TTC-
Pulver zu wasserunlöslichem Formazan.
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3.16.3 Anfärbung der makroskopischen Präparate

Die 7 mm starken Präparate wurden in einer flachen, mit leicht saugfähigem Papier
ausgelegten Schale entsprechend der Schnittebene ausgelegt und anschließend mit der
warmen TTC-Lösung überdeckt. Das zuvor ausgelegte Papier hatte die Funktion der
Dochtwirkung, um so den Kontakt mit der Färbelösung auf der Unterseite zu erhalten
und Zonen mit ungleichmäßiger Anfärbung zu vermeiden. Die Schale wurde
anschließend für 3 Minuten in den Wärmekasten gestellt, um hier die eingestellte
Reaktionstemperatur von 37�C während des gesamten Färbevorganges aufrecht zu
halten. Nach der Reaktionszeit von 3 Minuten wurden die Präparate zügig der
Färbelösung entnommen und entsprechend Ihrer Lagezuordnung zum Organ in eine
zweite, mit leicht saugfähigem Papier ausgelegte Schale überführt und mit einer
gepufferten 4 %igen Formalinlösung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH München,
Germany) zum Abstoppen der Färbereaktion überschichtet.

3.17 Dokumentation

3.17.1 Herstellung der Lagebeziehung

Alle Scheiben wurden auf einer Schneidematte mit cm Rasterung ausgelegt. Dabei
wurden die Scheiben in zwei Reihen so ausgelegt, dass als erstes die apiko-basale
Ansicht aller Scheiben sichtbar war. Eine Kennzeichnung der Versuchsnummer wurde
oberhalb der Präparate so ausgelegt, dass die spätere Zuordnung des Versuches
erfolgen konnte. Dieser Gesamtüberblick wurde mit einer Digitalspiegelreflexkamera,
die auf einem Stativ über Kopfhängend montiert war, aufgenommen und gespeichert.
Das Setting wurde durch 2 Tageslichtleuchten mit jeweils 3500 K ausgeleuchtet. Nach
der ersten Aufnahme wurden alle Scheiben ohne Veränderung Ihrer Position auf die
baso-apikale Ansicht gewendet und wieder entsprechend dokumentiert.

3.17.2 Einzelnachweise

Nach der Gesamtübersicht wurden alle Präparate nochmals einzeln jeweils von beiden
Ansichtsseiten ausgehend im möglichst gleichen Abstand zum Objektiv ohne
Veränderung der Brennweite aufgenommen. Hier wurde besonders auf die Darstellung
des gesamten Präparates in der Bildübersicht für eine vergleichbare Auswertung
geachtet. Die Abweichungen in der Brennweite wurde später während der Messung der
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TTC-gefärbten Einzelpräparate über Image-J berücksichtigt und anhand von Pixel zu
Längenkoeffizienten angeglichen.

3.18 Fixierung der Präparate

Alle Präparate eines Organs wurden nach der makroskopischen Dokumentation
vorsichtig auf einen Formaldehyd stabilen Faden (Prolene®) durch die Ventrikel
hindurch aufgefädelt und in ein geeignetes Gefäß für Organpräparate gelegt und
anschließend mit Formaldehyd 4 %ig übergossen. Dabei wurde darauf geachtet, dass
das Verhältnis von Präparat zu Flüssigkeit bei ca. 1:3 lag. Die Behälter wurden
entsprechend der Notwendigkeit Möglichkeit der Zuordnung nach weiterer Bearbeitung
beschriftet. Alle Probenbeschriftungen enthielten:

1. Nummer des Versuches z.B. HI-15 – Herzinfarkt, Versuch 15

2. Datum der Organentnahme z.B. 17.02.2013

3. Dauer des Versuches z.B. 14d

4. Herzgewicht: z.B. 237g

62



3.19 Histologische Aufarbeitung

3.19.1 Dokumentation und Auswahl der Präparate

Die histologischen Färbungen wurden durch das Labor der Pathologie des Deutschen
Herzzentrum Berlin (DHZB) entsprechend der vorgegebenen Fragestellung nach den
geltenden Standards und Bestimmungen durchgeführt. Nach einer hinreichend langen
Zeit bis zur sichtbaren kompletten Entfärbung vom TTC wurden die Präparate auf
einer Schneidematte ausgelegt und im Formaldehyd fixierten Zustand erneut sowohl
apiko-basal als auch baso-apikal fotografiert und dokumentiert. Ein Vergleich zu den
unfixierten Präparaten wurde dadurch ermöglicht. Unter Zuhilfenahme der
Bilddokumentation der zuvor durch TTC eindeutig sichtbaren Schädigungsbereiche der
Präparate wurden die Infarktareale an den fixierten Präparatescheiben bestimmt und
aus dem Gesamtpräparat herausgeschnitten. Die so entstandenen Blöcke wurden in
dafür geeignete und vorher nummerierte Einbettkassetten eingelegt. Die Kassetten
wurden sicher verschlossen und bis zur Anfärbung erneut in gepufferter 4%iger
Formaldehydlösung aufbewahrt. Um geeignete histologische Kontrollproben
herzustellen, wurde für jedes Organpräparat eine Negativkontrolle angelegt. Dabei
wurde aus der Präparatscheibe mit der sichtbar größten Ausdehnung des Infarktes und
unter Verifizierung durch die Bilder zu den Nativaufnahmen der Präparate die größte
Ausdehnung optisch bestimmt und anschließend entnommen und zusammen mit den
anderen entstandenen Proben in die vorbereiteten Einbettkassetten überführt.
(Abb.3.10 auf S.64)

3.19.2 Histologische Färbungen

Für die Darstellung und die folgende Auswertung des akuten Myokardinfarktes haben
sich 2 Standardfärbeprotokolle als geeignet erwiesen. Alle Färbevorgänge wurden nach
den in der Pathologie des DHZB geltenden Bestimmungsstandards durchgeführt. Zur
Differenzierung von Zellen wurde eine Färbung mit Hämatoxylin-Eosin (HE)
eingesetzt. Eine klare Abgrenzung des Infarktareals, also die Darstellung von vitalem,
avitalem und umgebautem Gewebe ist in der Färbung mit Sirius-Rot sichtbar. Daher
wurde diese Färbemethode als 2te Methode der Wahl eingesetzt. Zur Kontrolle einer
möglichen Neovaskularisation wurde eine Ak-Färbung mit Aktin verwendet. Weitere
Färbeprotokolle zur immunologischen Darstellung waren: CD 68 als
Makrophagenmarker und die Darstellung von intrazellulärem C-reaktivem Protein.
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Bild 1: Herz mit Infarkt  Bild 2: Herzscheiben in 7mm 
Stärke (TTC gefärbt) 

Bild 3: Segment mit Infarktareal (TTC gefärbt) 

Bild 4: Fixiert/ Segmentiert Bild 5: Sirius-Rot-Färbung Bild 6: HE-Färbung 

Abbildung 3.10: Zuordnung der Herzpräparate ausgehend vom Organ in toto
(Bild 1) Nach der Segmentierung erfolgte die Dokumentation der api-
kalen und basalen Ansicht - hier die apikale Ansicht. (Bild 2) Es
erfolgte die Darstellung der Einzelsegmente zur planimetrischen Ver-
messung. (Bild 3) Die histologische Zuordnung des Infarktbereiches
erfolgte auf Basis der vorangegangenen Bilddokumentation. Paral-
lel hierzu die Auswahl des Infarktareals vor Einbettung in Paraffin
in Histokinetten. (Bild 4) Die histologischen Anfärbeprotokolle für
Sirius-Rot (Bild 5) und HE (Bild 6) dienten als Grundlage zur Beur-
teilung des Infarktbereiches.
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3.20 Statistische Analyse

Für die statistischen Berechnungen und den äquivalenten graphischen Darstellungen
wurden die Open-Source-Software "R" (www.r-project.org) und das Programm
"PRISM"for mac OS X (www.graphpad.com) eingesetzt. Die Angabe des
Körpergewichts erfolgte im Mittelwert mit Standardabweichung. Alle anderen Werte
sind als Median mit Interquartilsabstand (IQR) in den Percentilen 25 und 75
angegeben. Für die Überprüfung auf Vorliegen einer Gauß’schen Normalverteilung
wurde der D’Agostino-Pearsons-Test und der Shapiro-Wilk-Test (U-Test) eingesetzt.
Da nicht alle Parameter normalverteilt vorlagen, wurden für die statistische Analyse
nur Nichtparametrische Tests verwendet. Für den den Vergleich von 2 gepaarten
Stichproben (Vorher-Nacher) wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest genutzt. Die
einzelnen Behandlungsgruppen untereinander wurden mit dem Mann-Whitney-Test für
unabhängige Stichproben ausgewertet. Die Kriterien Einziehung und vitale Areale des
zusätzlichen Scorings wurden mit dem Chi-Quadrat-Test und Fisher’s Exakt-Test auf
signifikante Unterschiede in den Behandlungsgruppen überprüft.

P-Werte p  0, 05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Das Signifikanzniveau
lag bei ↵ = 0, 05, das Konfidenzintervall bei 95%. Alle verwendeten Rohdaten wurden
mit Grubb’s Test auf Extremwerte bzw. Ausreißer überprüft. Ausreißerwerte wurden
nicht berücksichtigt.
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Kapitel 4

Ergebnisse und Auswertungen

4.1 Organgewichte

Das Gewicht jedes einzelnen Herzen wurde nach der Säuberung durch Wiegen
bestimmt. Das erhaltene Ergebnis war weitestgehend kongruent mit den bekannten
Körpergewichten der Tiere. (Abb.4.1 auf S.68) Gleichzeitig konnten so erste
Rückschlüsse auf mögliche, bereits vor Versuchsbeginn vorhandene Erkrankungen, die
einen Einfluss auf das Ergebnis der Versuche hätten haben können, gezogen werden. So
wurde bei einem Tier hochgradige hypertrophische Veränderungen des Myokards mit
starker Verdickung der linksseitigen Ventrikelmuskulatur festgestellt. Dieses Organ
wurde in der Folge nicht für weitere Auswertungen berücksichtigt.

4.2 Messmethoden

4.2.1 Vergleichbarkeit der Methoden (MRT vs. Image J)

Für die Auswertung der MRT-Aufzeichnungen wurde durch das eingesetzte
Bildprogramm eine phasengenaue Abbildung der Endiastole, des Bereichs der
maximalen Ventrikelfüllung, zur Darstellung aller Strukturen wie z.B. der
Papillarmuskulatur ermöglicht. Da die Fragestellung dieser Arbeit sich im wesentlichen
auf die bestmögliche makroskopische Darstellung des Infarktareals bezog, wurde die
Methode der Planimetrie als Mittel der Wahl angesehen. Die postmortal entnommenen
Organe befanden sich größtenteils in der Endsystole bzw. einem nicht näher zu
definierendem Stadium zwischen Diastole und Systole und konnten dadurch nicht
direkt mit der MRT-Darstellung verglichen werden. Hierfür war es notwendig, eine

67



15
0

20
0

25
0

30
0

Organgewicht Herz

G
ew

ic
ht

 (g
)

Abbildung 4.1: Verteilung der Herzgewichte post morten mit einem Mittelwert
von 236 g und einer Standardabweichung von ± 31.2 g

Bezugssituation herzustellen. Ausgehend davon, dass sich das Herz hauptsächlich
entlang einer Längsachse kontrahiert, waren die durch Planimetrie gemessenen Werte
der Aussenkonturen der einzelnen Präparate annähernd vergleichbar zu denen der
Berechnungssoftware CMR42. Bei der Vermessung der Innenkonturen wurde eine
Abweichung zu den MRT-Berechnungen sichtbar. (Rigor mortis zum Zeitpunkt der
Endsystole bzw. in einem Stadium zwischen Diastole und Systole.) Dadurch ergab sich
bei der Berechnung der geschädigten Fläche eine Differenz. Um eine Vergleichbarkeit
der beiden Methoden in Bezug auf den prozentualen Anteil des geschädigten Myokard
zu haben, wurden die berechneten Werte der Schädigung in einer graphischen
Abbildung gegen einander aufgetragen. Nachdem alle Werte der jeweiligen
Auswertungsmethode miteinander verbunden wurden, entstand annähernde
Parallelität. Das resultierende Verhältnis der Einzelwerte ergab eine 1,5 – 1,7-fache
Differenz zueinander. (Abb.4.2 auf S.69) Massive Abweichungen von diesem Verhältnis
um mehr als das 2-fache wurden überprüft. Dazu wurden die Bilder der
MRT-Auswertung nochmals mit den makroskopischen und für Image J verwendeten
Schnitten korreliert und neu berechnet.
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Abbildung 4.2: Graphische Darstellung des Vergleiches der Messmethoden
zwischen MRT-gestützter Messung und Planimetrischer Messung mit
Image J.

4.3 Kardiale Marker

4.3.1 C-reaktives Protein

Anhand der spezifischen Abreicherungskurve für CRP ist die Depletion im
Gruppenvergleich gut erkennbar.(Abb.4.3 auf S.71)

Unter Verwendung des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Tests für abhängige Stichproben
zeigen sowohl die Ergebnisse der Verum-Apheresegruppe als auch die der
Sham-Apheresegruppe einen absinkenden Werteverlauf zu den Zeitpunkten t3 –> t4
und t5 –> t6. Für die Verumgruppe wurde zum Zeitpunkt t3 und t4 (vor und nach
durchgeführter Behandlung - 24 h nach Infarzierung) ein im Vergleich der Proben von
P signifikant verschiedener Wert mit p = 0,0195⇤ auf der Grundlage von n =10 Paaren
erhalten. Der Zeitpunkt der 2ten Behandlung 48 h nach Infarzierung ergab zu den
Zeitpunkten t5 vor Apherese gemessen zu t6 nach Apherese im Vergleich der Proben
einen von P signifikant verschiedenen Wert mit p = 0,0039⇤⇤ (Stichprobenumfang n = 9).

Im Vergleich zur Shamgruppe (n =9) wurde zu den Zeitpunkten t3 vor und t4 nach der
ersten Behandlung ein von P signifikant verschiedener Wert mit p = 0,0273⇤ errechnet.
Die Gegenüberstellung der Zeitpunkte t5 vor und t6 nach der zweiten Behandlung
ergaben einen von P signifikant verschiedenern Wert mit p = 0,0078⇤⇤ mit dem
Stichprobenumfang von n = 9. Die Betrachtung auf Signifikanz P der Proben beim
Vergleich der Zeitpunkte t3 vor der ersten Behandlung zu t7, 24 h nach erfolgter 2ter
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Behandlung, ergab für die Verumgruppe p = 0,0186⇤, für die Shamgruppe p = 0,0020⇤⇤

und für die Kontrollgruppe p = 0,0010⇤⇤⇤.

Für die Beurteilung der einzelnen Werte im zeitlichen Verlauf des Versuches wurde der
Mann-Whitney-Test für unabhängige Stichproben zur Beurteilung der Tendenz der
Verschiedenheit der erhaltenen Ergebnisse angewendet. Die Betrachtung der
Zeitpunkte t0 bis t3 ergaben in keiner Gruppe signifikant verschiedenen Werte für P
mit p  0,05. Der Zeitpunkt t4 nach Behandlung 1 zeigte für die Proben der
Verumbehandlung eine Signifikanz verschieden von P mit p = 0,0015⇤⇤. Die Werte der
Kontrollgruppe standen zum Zeipunkt t4 nicht zur Verfügung. Die Auswertung der
Proben zu t4 der Shambehandlung waren mit p = 0,6126 nicht signifikant verschieden
für P. Zum Zeitpunkt t5 vor der 2ten Behandlung waren alle Stichproben nicht
signifikant verschieden von P. Der Vergleich zum Zeitpunkt t6, nach Behandlung 2
ergab für die Gruppe der Verumbehandlung einen von P signifikant verschiedenen Wert
mit p < 0,0001⇤⇤⇤⇤. Für die Gruppe der Shambehandlung war der Wert p = 0,6126 und
somit nicht verschieden von P mit p  0,05. Für die Kontrollgruppe wurden keine
Stichproben für t6 erhoben. Die Zeitpunkte t7 und t8 wurden jeweils im Abstand von
24 Stunden nach der 2ten Behandlung durch Probenentnahme ausgewertet. Alle
ausgewerteten Stichproben waren nicht signifikant verschieden zu P mit p  0,05. Die
zu den Zeitpunkten t9 und t10, wieder jeweils im Abstand von 24 h zur
vorangegangenen Probenentnahme erfolgte Wertebestimmung ergab für die Gruppe der
Verumbehandlung p = 0,5882 für t9 und p = 0,9243 für t10 und damit nicht signifikant
verschieden von P mit p  0,05. Die Proben der Shambehandlung zeigte zum
Zeitpunkt t9 eine Signifikanz von p = 0,0009⇤⇤⇤. Die Proben der Kontrollgruppe wiesen
einen Wert von p = 0,0006⇤⇤⇤ auf. Beide Ergebnisse waren damit verschieden von P mit
p  0,05. Gemessen zum Zeitpunkt t10 waren für die Gruppe der Shambehandlung die
Werte für P mit p= 0,0045⇤⇤ und für die Kontrollgruppe mit p = 0,0372⇤ ebenfalls
signifikant verschieden für p  0,05. Für die Zeitpunkte t11 bis t13, wobei t11 und t12
jeweils wiederum nach 24 Stunden zum Vorwert gemessen wurden und t13 zum
Versuchsende am Tag 15 nach Infarktinduktion erhoben wurde, waren alle erhaltenen
Proben mit p � 0,05 und damit nicht signifikant verschieden für P mit p  0,05. (bei
ns > 0,05, *  0,05, **  0,01, ***  0,001, ****  0,0001)
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Abbildung 4.3: Darstellung der CRP-Verlaufskinetik. Die in den Verlaufskurven
eingesetzten Pfeile verweisen auf die Zeitpunkte t3 und t5 des Behand-
lungsbeginns 24 h und 48 h nach Infarktsetzung unabhängig von Sham-
bzw. Verumbehandlung. Für die Gruppe der unbehandelten Tiere wur-
den zu den Zeitpunkten t4 und t6, jeweils nach Behandlungsende, kei-
ne Blutentnahmen durchgeführt. Die Verbindungsklammern zwischen
den Zeitpunkten weisen auf ein unterschiedliches Signifikanzenniveau
P mit p< 0,05 hin.
(bei ns > 0,05, *  0,05, **  0,01, ***  0,001, ****  0,0001)
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Tabelle 4.1: CRP-Werte in µg/mL für die VersuchsgruppenDarstellung der Werte
für CRP als Median mit IQR (in den Percentilen 25 und 75). Zu den
Zeitpunkten t4 und t6 (nach der jeweiligen Behandlung) wurden für die
Gruppe der Kontrolltiere (AMI) keine Wertebestimmungen vorgenommen.

Zeitpunkte AMI Sham Verum

t0 4,22 (2,970–7,718) 4,52 (4,010–6,153) 9,06 (7,480–12,870)
t1 2,90 (1,883–4,088) 3,45 (2,800–4,475) 6,28 (6,130–8,510)
t2 6,98 (3,543–7,560) 7,19 (5,935–9,580) 9,41 (8,770–13,250)
t3 28,41 (27,720–34,990) 29,14 (9,580–32,890) 29,59 (26,050–41,450)
t4 – – 24,92 (23,390–29,310)⇤ 11,12 (10,890–13,870)⇤
t5 25,56 (22,360–26,550) 26,25 (23,140–37,950) 28,72 (27,320–39,130)
t6 – – 19,75 (16,740–25,760)⇤⇤ 9,60 (7,530–11,380)⇤⇤
t7 15,98 (11,970–17,880)⇤⇤⇤ 18,81 (13,940–21,450)⇤⇤ 24,50 (12,410–25,980)⇤
t8 15,28 (12,060–18,770) 12,87 (11,290–14,100) 16,61 (11,940–22,640)
t9 19,05 (13,420–29,110) 10,83 (7,798–12,630) 11,12 (9,290–14,830)
t10 26,99 (11,350–29,930) 11,30 (6,785–12,090) 12,57 (8,550–14,340)
t11 16,40 (7,363–42,330) 8,98 (6,638–11,330) 15,02 (8,493–60,270)
t12 14,29 (8,863–20,610) 9,93 (7,955–18,140) 15,65 (9,610–51,650)
t13 11,32 (4,520–16,670) 13,35 (9,945–68,750) 10,38 (9,910–64,770)

(bei ns > 0,05, *  0,05, **  0,01, ***  0,001, ****  0,0001)
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Abbildung 4.4: Darstellung der Ausgangswerte für CRP zum Zeitpunkt t0.
Die Blutentnahme erfolgte unmittelbar nach Narkoseeinleitung. Die
Darstellung der Wertefür t0 erfolgt als Median mit Interquartilsab-
stand und sind in der Tabelle 4.1 auf S.72 ersichtlich
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4.3.2 Troponin-T

In den aktuell geltenden Leitlinien zur Infarktdiagnostik wird das kardiale Troponin T
als spezifischer Laborparameter für das das Vorhandensein eines manifesten Infarktes
neben weiteren hinzugezogen. Im Verlauf der Versuchsdauer konnte neben der
Bildgebenden Darstellung des Infarktes auch anhand der Laborwerte für erhöhtes
kardiales Troponin T der Myokardinfarkt abgebildet werden. (Tab.4.2, Abb.4.5 auf
S.74)

Tabelle 4.2: Kardiales TroponinT in pg/ mL in den Behandlungsgruppen. Dar-
stellung der Werte für kardiales TroponinT als Median mit IQR (in den
Percentilen 25 und 75).

Zeitpunkte AMI Sham Verum

t0 66,65 (12,93-229,9) 25,75 (14,78-108,2) 4,35 (3-5,62)
t1 680,4 (399-901,3) 597,5 (363,3-722) 83 (15,45-576,9)
t2 421,8 (297,9-577) 528 (369,2-749) 768,7 (563,7-958)
t3 351 (312,5-569) 476,3 (346,8-603,6) 437,4 (360,9-733,1)
t4 – – 486,7 (372,6-624,3) 338,5 (305,8-568,5)
t5 369 (241,5-457) 421,9 (297,8-448) 363 (240,8-432)
t6 – – 481,9 (282,7-502,1) 317,5 (211,3-1868)
t7 266 214,9-443) 506 (323,6-624,2) 276,7 (244,6-481,3)
t8 440 (266-598,7) 260,3 (163,2-360,5) 210,3 (101,4-1191)
t9 287,1 (102,3-380) 203 (203) 54,5 (54,5)
t10 128,8 54,5-203) 134 (134) 35,1 (35,1)
t11 84,55 (35,1-134) 14,9 (7,79-102) 216 (80,3-565)
t12 68,4 (30,33-96,58) 49,9 (16,4-68,7) 102,6 (57,1-148)
t13 57,1 (14,8-60,1) 82,08 (19,1-145) – –

73



t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 t11 t12 t13

0

1000

2000

3000

Probenentnahme

pg
/ m

L

cTroponin T-Kontrolle

(a) Verlaufskurve für kardiales Troponin T in

ohne Apherese (AMI)

t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 t11 t12 t13

0

1000

2000

3000

Probenentnahme

pg
/ m

L

cTroponin T-Sham

(b) Verlaufskurve für kardiales Troponin T

Sham-Apherese

t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 t11 t12 t13

0

1000

2000

3000

Probenentnahme

pg
/ m

L

cTroponin T-Verum

(c) Verlaufskurve für kardiales Troponin T

Verum-Apherese

Abbildung 4.5: Verlaufskinetik von kardialem Troponin T. Die in den Verlaufs-
kurven eingesetzten Pfeile verweisen auf die Zeitpunkte t3 und t5 des
Behandlungsbeginns 24 h und 48 h nach Infarktsetzung unabhängig
von Sham- bzw. Verumbehandlung. Für die Gruppe der unbehandel-
ten Tiere wurden zu den Zeitpunkten t4 und t6, jeweils nach Behand-
lungsende, keine Blutentnahmen im Versuchsverlauf durchgeführt.
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Tabelle 4.3: Creatinkinase in U/ L in den Behandlungsgruppen. Darstellung der
Werte für Creatinkinase als Median mit IQR (in den Percentilen 25 und
75). Die Normwerte für Creatinkinase bei Schweinen liegen bei >1250
U/ l [74].

Zeitpunkte AMI Sham Verum

t0 1395 (1006-2775) 1892 (1249-3614) 1999 (1520-2849)
t1 1545 (878,5-2020) 1482 (1287-2237) 1690 (1183-2969)
t2 3665 (3043-4434) 4163 (3835-5159) 4645 (3256-5263)
t3 13692 (8674-16143) 12894 (9078-16838) 11668 (8050-13012)
t4 – – 7194 (4973-9803) 5968 (3864-7471)
t5 2688 (2302-3085) 4756 (2790-7230) 6159 (3695-6415)
t6 – – 2337 (1546-3459) 3136 (1606-3435)
t7 1119 (864,3-1929) 2741 (1805-4276) 4096 (1079-7429)
t8 964,5 (576,3-1462) 1119 (659,8-1570) 1198 (750-1590)
t9 1827 (1039-2167) 1497 (1301-1662) 1170 (1052-1558)
t10 1895 (792-2427) 1404 (1212-1602) 1013 (678,3-1819)
t11 482,5 (346,8-905,8) 538,5 (390-985) 710,5 (452,5-976,3)
t12 594,5 (394,3-920) 512,5 (364,8-1038) 477 (404,8-840,8)
t13 1252 (714,3-1637) 931 (654-3157) 953 (695,5-1004)

4.3.3 Creatinkinase

Die Bedeutung der Creatinkinase CK-MB als diagnostischer Parameter des frühen
Herzinfarktes sowie als Indikator des Reinfarktes wurden bereits beschrieben. Eine
Erhebung wurde als Reinfarkt-Indikator durchgeführt. Die gemessenen Werte zeigten
keinen erneuten Anstieg im Versuchsverlauf (Tab.4.3 auf S.75, Abb.4.6 auf S.76). Es
kann davon ausgegangen werden, das kein Reinfarktereignis stattgefunden hat. Die
Auswertung der histologischen Präparate im Pathologischen Institut des DHZB
ergaben ebenfalls keine Hinweise auf erneute Infarktereignisse während der
Versuchsdauer.
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Abbildung 4.6: Verlaufskinetik der Creatinkinase. Die in den Verlaufskurven ein-
gesetzten Pfeile verweisen auf die Zeitpunkte t3 und t5 des Behand-
lungsbeginns 24 h und 48 h nach Infarktsetzung unabhängig von Sham-
bzw. Verumbehandlung. Für die Gruppe der unbehandelten Tiere wur-
den zu den Zeitpunkten t4 und t6, jeweils nach Behandlungsende, keine
Blutentnahmen im Versuchsverlauf durchgeführt.

4.4 Hämatologische Parameter

4.4.1 Gesamtpotein/ Leukozyten

Bei der Auswertung der Blutproben wurde neben den Markern, die hinweisgebend für
den Myokardinfarkt bzw. einem möglichen Reinfarkt stehen, auf die Ergebnisse für die
Parameter Protein gesamt (Tab.4.4 auf S.77, Abb.4.7 auf S.78) als Nachweis der
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Tabelle 4.4: Gesamtprotein in mg/ mL Die Werte sind als Median mit IQR dar-
gestellt. Die Normwerte für Gesamtprotein bei Schweinen liegen bei 72 -
85mg/mL [74].

Zeitpunkte AMI Sham Verum

t0 55,72 (42,28 – 60,96) 63,28 (56,74 – 62,09) 63,09 (60,42 – 63,69)
t1 36,75 (32,44 – 41,59) 45,13 (38,88 – 42,79) 46,52 (43,28 – 50,35)
t2 41,78 (32,15 – 44,44) 52,01 (42,94 – 50,95) 49,41 (46,26 – 51,26)
t3 52,18 (45,09 – 55,14) 57,27 (50,17 – 55,7) 50,37 (47,68 – 54,63)
t4 – – 44,3 (38,53 – 43,57) 41,43 (36,39 – 42,29)
t5 60,02 (0 – 62,73) 63,69 (51,87 – 60,56) 55,18 (49,62 – 58,77)
t6 – – 43,86 (41,85 – 43,75) 46,93 (44,84 – 47,75)
t7 59,35 (56,37 – 61,52) 65,13 (56,76 – 62,72) 64,18 (57,55 – 69,23)
t8 58,09 (53,73 – 61,86) 65,94 (60,26 – 63,97) 68,04 (63,48 – 71,82)
t9 58,87 (53,35 – 60,81) 63,75 (57,56 – 63,09) 64,89 (56,79 – 69,1)
t10 60,63 (57,92 – 63,73) 65,6 (56,81 – 61,01) 63,52 (53,53 – 65,12)
t11 61,32 (57,62 – 63,89) 66,14 (56,58 – 61,88) 61,36 (55,49 – 63,6)
t12 59,35 (0 – 64,02) 60,05 (56,4 – 59,98) 63,23 (57,38 – 64,23)
t13 60,01 (0 – 61,82) 70,04 (58,04 – 66,88) 63,88 (61,78 – 66,67)

spezifischen Abreicherung und Leukozyten (Abb.4.5 auf S.80, Abb.4.8 auf S.79) als
Indikator für mögliche Infektionen geachtet, die nicht mit dem Infarktgeschehen in
Zusammenhang zu betrachten sind, aber einen erneuten Anstieg der CRP-Werte
generieren.
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Abbildung 4.7: Verlaufskinetik für Gesamtprotein. Anhand der gemessenen La-
borwerte für Protein gesamt konnte gezeigt werden, dass spezifisch
CRP abgereichert wurde. Das Absinken der Kurven zu den Zeitpunk-
ten t3–>t4 und t5–>t6 in den Behandlungsgruppen Sham und Verum
entspricht den durchgeführten Behandlungen. Für die Gruppe AMI
ohne Behandlung wurden für die Zeitpunkt t4 und t6, also nach Be-
handlung keine Probenentnahme durchgeführt.
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Abbildung 4.8: Verlaufskinetik für Leukozyten
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Tabelle 4.5: Leukozytenwerte in 103µg/ml. Darstellung der Werte für Leukozyten
als Median mit IQR. Die Normwerte für Leukozyten bei Schweinen liegen
bei 8,2 - 17,0 (G/ l) [74]. Andere Quellen legen die Normwerte bei 10 -2̇2
(G/ l) an [60].

Zeitpunkte AMI Sham Verum

t0 14,65 (12-18,48) 19,9 (13,4-21,15 15,7 (13,3-16,8)
t1 11,7 (9,52-13,75) 14,8 (10,35-19,8) 14 (11,8-17,4)
t2 13,1 (9,52-17,55) 18,9 (14,5-22,65) 11,6 (11,5-18,7)
t3 15,35 (12,2-20,23) 22,2 (16-24,9) 12 (9,1-18,4)
t4 – – 21,4 (15,55-24,75) 18,4 (13,2-26,1)
t5 18 (15,3-25,4) 22,2 (14,2-22,3) 16,7 (10,8-18,7)
t6 – – 20,1 (13,05-22,65) 21,8 (13,7-25,4)
t7 17,7 (15,5-18,93) 18,2 (14,85-20,65) 16,9 (13,6-19,1)
t8 16,1 (15,6-19,05) 21,4 (13,15-22,55) 18,6 (16-19,6)
t9 16,33 (16,33-22,88 20,4 (12,25-23,55) 17,7 (17,4-18,9)
t10 19,7 (17,08-23,45) 17,6 (10,95-21,7) 19,3 (15,6-25,4)
t11 18 (16,9-22,4) 18,7 (14,8-21,05 18,95 (14,6-21,1)
t12 – – – – – –
t13 – – – – – –

4.5 Vergleich der Behandlungsgruppen

4.5.1 CRP-Senkung

Neben der Betrachtung der einzelnen Laborparameter wurden die Ergebnisse zwischen
den Behandlungsgruppen Verum- und Shampaherese in Bezug auf Reduktion des CRP
gegeneinander ausgewertet. Dafür wurden die CRP-Werte der jeweiligen Gruppe in
Box-Wiskers-Diagrammen zusammengefasst und die Zeitpunkte vor bzw. nach den
Behandlungen I und II ausgewertet, um so die prozentuale Abreicherung unabhängig
vom Status zum Zeitpunkt t0 zu erhalten. (Abb.4.9 auf S.81)

Um eine Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Gruppen zu gewährleisten, wurde
jeweils die prozentuale Abreicherung in Bezug zum Ausgangswert vor der jeweiligen
Behandlung 1 bzw. 2 berücksichtigt. In der Gruppe der Verumapherese mit dem
Probenumfang n mit n = 10 ist nach der ersten Behandlung eine Reduzierung auf
37.2 % ± 5.56 im Mittelwert der Ausgangswerte und nach Behandlung 2 eine
Reduzierung auf 27.85% ± 6.51 im Mittelwert der Ausgangswerte gemessen worden.
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Abbildung 4.9: Darstellung der CRP-Senkung vor und nach Behandlung. Sen-
kungsvergleich des CRP vor und nach den Behandlungen I bzw.II für
die Gruppen der Verum- bzw. Shambehandlung im Box-Whiskersplot
mit Darstellung der Min–Maxwerte und des Mittelwertes als Symbol
"+".
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Die erste Behandlung wurde 24 h nach Infarzierung, die zweite Behandlung 48 h nach
Infarzierung durchgeführt.

In der Gruppe der Shamapherese mit dem Probenumfang n= 11, ebenfalls jeweils 24 h
und 48 h nach Infarktsetzung durchgeführt, wurde eine Reduzierung auf 70.58 % ±
35.82 des Ausgangswertes vor Behandlung und nach der Behandlung 2 eine Reduktion
des Ausgangswertes im Mittelwert auf 76.98 % ± 9.70 sichtbar.

In der Kontrollgruppe (Probenumfang n= 11) wurde keine Versuchsbehandlung
durchgeführt. Hier wurden lediglich Blutproben zum korrelierten Zeitpunkt der
Ausgangswertbestimmung der Behandlungsgruppen zur CRP-Wertebestimmung
entnommen. Dabei korrespondierte die CRP-Synthese innerhalb von 24 - 72 h nach
Infarktereignis mit der Halbwertzeit von 19 h. Das Maximum lag hier bei 48 h.

4.5.2 Scoring

Um eine morphologische Vergleichsmöglichkeit der unterschiedlichen
Behandlungsgruppen untereinander zu haben, wurde ein Scoring erstellt. Das Scoring
orientierte sich an den primären Merkmalen:

• Transmuralität

• epikardiale Einziehung

• vitale Areale

Zusätzlich wurde der geometrische Verlauf des Infarktes ausgewertet.

Transmuralität
In allen Versuchsgruppen war eine Transmuralität des Infarktes durch alle kardialen
Schichten - Epikard, Myokard,-Endokard hindurch sichtbar. Die Vergleichbarkeit der
Ausgangssituation nach Infarkt konnte dadurch vorausgesetzt werden. Geichzeitig kann
die in allen Gruppen sichtbare Transmuralität für die Etablierung des verwendeten
pathologischen Modells herangezogen werden.
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Epikardiale Einziehung
Epikardiale Einziehungen, wie sie häufig bei Myocardinfarkten in der postmortalen
histopathologischen Beurteilung sichtbar werden (Abb.4.11 auf S.83), waren in den
Gruppen der Shamapherese und der Kontrolle vermehrt nachweisbar. In der Gruppe
der Verum-Apherese gab es insgesamt weniger epikardiale Einziehungen. (Abb.4.10 auf
S.83) Die Bestimmung der statistischen Signifikanz P ergab einen Wert von
p = 0,0056⇤⇤ und damit signifikant verschieden von P mit p > 0, 05.

AMI Sham Verum
0

5

10

15

Versuchsgruppen

H
äu

fig
ke

it 
n

epikardiale Einziehung

ohne Einziehung

mit Einziehung* *

Abbildung 4.10: Vergleichsdarstellung der epikardialen Einziehungen inner-
halb des Infarktes für die einzelnen Behandlungsgruppen mit einer
Signifikanz verschieden von P mit p = 0,0056 ** .

(bei ns > 0,05, *  0,05, **  0,01, ***  0,001, ****  0,0001)

Kontrollgruppe Sham-Behandlung Verum-Behandlung

Abbildung 4.11: Vergleichsdarstellung der Infarkte. Anhand der epikardialen
Einziehung des infarzierten Gewebes ist zwischen den Gruppen Kon-
trolle und Shamapherese kein Unterschied ersichtlich. Abweichend
hierzu die Darstellung der Verumgruppe. Diese unterscheidet sich
deutlich in der fehlenden Ausprägung der epikardialen Einziehung.
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Vitale Areale
Vitale Bereiche innerhalb des transmuralen Infarktareals waren gehäuft bei der Gruppe
der Verum Apherese nachweisbar. (Abb.4.12 auf S.84) Hier zeigten 60 % der Proben
vitale Areale. 40 % wiesen keine bzw. indifferente Zuordnungen auf. Bei der Gruppe der
Sham-Apherese lag das Verhältnis bei 33 % der vitalen Areale zu 67 % der fehlenden
bzw. nicht klar abgrenzbaren Vitalbereiche. Für die Gruppe ohne additive
Apheresetheapie (Kontrollgruppe) lag das Verhältnis bei 27% der vitalen Areale zu
73 % der fehlenden bzw. nicht zuordenbaren Vitalbereiche. Die Berechnung des
Signifikanzniveaus ergab hier eine fehlende Signifikanz P mit p = 0,2759 und somit
keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 4.12: Vergleichsdarstellung der vitalen Myokardareale innerhalb
des Infarktes für die einzelnen Behandlungsgruppen mit fehlender
Signifikanz P mit p = 0,2759.

(bei ns > 0,05, *  0,05, **  0,01, ***  0,001, ****  0,0001)

Für die Berechnungen wurde die Präparatescheiben mit der jeweils größten
transmuralen Infarktausdehnung berücksichtigt.

Geometrischer Verlauf
Während der Vermessungen der Infarkte fiel auf, dass es ein scheinbares Muster der
Ausdehnung gab. Auch wenn dieses nicht Bestandteil der eigentlichen Fragestellung
war, wurden alle Schnitte erneut vermessen. Um die ungleichmäßigen Ausdehnungen
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des Infarktes in den einzelnen Schnitten zu berücksichtigen, wurde Konvention gesetzt,
dass der Verlauf geometrisch zylindrisch bzw. konisch durch die betroffenen Schichten
verläuft. Das Ziel war es zu überprüfen, ob es einen möglichen Zusammenhang zwischen
Verlauf und Ausdehnung des Infarktes in Abhängigkeit zur Gruppenzugehörigkeit gibt.
Die Auswertung ergab hier jedoch keine eindeutigen Belege für behandlungsspezifische
geometrische Verläufe des Infarktes. Allenfalls lassen sich Tendenzen in Richtung des
kleinsten geometrischen Verlaufs überwiegend in der Gruppe der Verum-Apherese
erkennen. (Abb.4.13 auf S.85)
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Abbildung 4.13: 2-Dimensionale Darstellung des Infarktverlaufes bezogen auf
die Größe der Infarktareale in den einzelnen Präparatescheiben.
a - c: Behandlungsgruppen Kontrolle, Sham, Verum (v.l.n.r.)
d - f: Violinplots der Behandlungsgruppen in der gleichen Reihen-
folge. Es wurden jeweils die apikale und die basale Ansicht für die
Vermessung berücksichtigt.
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Kapitel 5

Diskussion

5.1 Spezifische CRP-Abreicherung

Obwohl der Zusammenhang von CRP in Verbindung mit verschiedenen Erkrankungen
bereits seit langem bekannt ist, beschäftigte sich die vorliegende Arbeit mit dem
Zusammenhang von CRP und dem Einfluss auf die Narbenbildung im akuten
Herzinfarkt und der zunehmenden Bedeutung in der Behandlung von
Myokardinfarkten [82] [97].
Durch die erhaltenen Daten konnte belegt werden, dass die extrakorporale Behandlung
durch Apherese zu einer Abreicherung von C-reaktivem Protein führt. Dieses Ergebnis
deckt sich somit mit den Ergebnissen des Vorversuches von Slagman et al. [97].
Die Nullhypothese (H 0), nach der es keine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen gibt, wurde aufgestellt.. Die Irrtumswahrscheinlichkeit, nach der
die Nullhypothese (H 0) abzulehnen wäre, obwohl sie wahr ist, lag bei 5%. Nach der
Auswertung der Ergebnisse konnte die Nullhypothese nicht bestätigt werden. Da es
bereits sichtbare Unterschiede in den Gruppen gab, ohne dass hierzu Berechnungen
durchgeführt wurden oder Messwerte analysiert wurden, konnte die
Alternativhypothese angenommen werden.
Die durchgeführten Versuche und die daraus erhaltenen Ergebnisse sollten einerseits
die Reproduzierbarkeit des durchgeführten in vivo Versuches belegen und andererseits
verlässliche Erkenntnisse für die klinische Anwendung nach akutem Myokardinfarkt
ergeben [95]. Durch den zeitlich versetzten Anstieg von CRP nach 24 –72 hkann eine
mögliche Behandlung durchgeführt werden, ohne dabei die klinische Routine zur
Behandlung von Myokardinfarkten zu behindern. Die Patienten sind vor Beginn der
CRP-Anstiegsperiode bereits Maximalversorgt.
Für die weitere Auswertung wurde dann eine erneute Nullhypothese (H 0) mit einer
Alternativhypothese (H 1) aufgestellt. Die zweite Nullhypothese (H0) lautete, dass das
Ergebnis der unterschiedlichen Ausprägung des Infarktes bzw. der gehäuft
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vorkommenden epikadialen Einziehung in den Gruppen der Sham-Apherese und der
Kontrollgruppe im Vergleich zur Verum-Apheresegruppe ein zufälliges Ereignis
darstellte. Das Confidenzintervall lag auch hier bei 95 % und der Fehler der ersten Art
wurde mit der Irrtumswahrscheinlichkeit ↵ mit ↵= 5% angegeben.
Es konnte belegt werden, dass innerhalb der Verumgruppe eine regelmäßige Reduktion
des CRP innerhalb der ersten 24 h nach einem akuten Myokardinfarkt mit einer
prozentualen Reduktion auf über die Hälfte 35 %± 5.36, des initial vorhandenen CRP
und einer zweiten Apherese nach weiteren 24 h mit einer prozentualen Reduktion auf
26 %± 10.82 sichtbar ist.
Für die Shamgruppe sehen die erhobenen Daten genau gegenteilig aus. Eine Reduktion
des CRP-Levels ist hier nach der ersten Behandlung auf 94 %± 12.62 bezogen auf den
Ausgangswert nicht sichtbar. Nach der zweiten Behandlung nach 48 h post infarctem
wird eine Reduktion auf lediglich 70 %± 10.49 bezogen auf den Ausgangswert sichtbar.
(Abb.4.9 auf S.81) Da es im Bereich des Mittelwertes (dargestellt als Kreuz im
Box-Whiskers-Diagramm) zwischen der Wertedarstellung vor und nach Behandlung im
Gegensatz zur Verumgruppe kaum Verschiebungen gibt, kann die Differenz als Folge
der Infusion mit Dilutionseffekt betrachtet werden, der eine relative Verringerung von
CRP erzeugt. Für die Gruppe der Shambehandlung wurde kein spezifischer Adsorber
eingesetzt.
Aus den erhaltenen Daten zur Abreicherung von im Blutplasma vorliegendem CRP ließ
sich die Aussage herleiten, dass eine nachweisbare und sichtbare Depletion unter
Verwendung eines CRP-spezifischen Adsorbers möglich war. Der durchgeführte Versuch
konnte das belegen. Die Alternativhypothese (H1) konnte somit angenommen und die
Nullhypothese (H0) abgelehnt werden, nach der die Reduktion von CRP ein zufälliges
Ereignis wäre.
Ein Einsatz innerhalb der ersten 24 h nach dem Einsetzen der Symptome bzw. wie im
vorliegenden Versuch nach Infarzierung führte zu einer eindeutigen Reduktion des frei
im Blutplasma vorliegenden Akute Phase Proteins. Während der Behandlungen,
unabhängig zur Behandlungsgruppezuordnung, konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
der Einsatz des Adsorbers in Kombination mit dem extrakorporale Verfahren ohne
Risiko verwendet werden konnte.
Kritisch bei der Betrachtung des Versuches wurde die Versuchsdauer bewertet. Der
Versuch war für 15 Tage geplant. Eine längere Versuchsdauer, die die Ergebnisse
deutlicher belegen bzw. sichtbare Tendenzen in der Auswertung, wie z.B. die
Ausprägung von vitalen Arealen innerhalb des Infarktareals, eindeutiger darstellen,
konnten mit der vorhandenen Infrastruktur und den technischen Voraussetzungen nicht
umgesetzt werden. Ideal wäre eine Versuchsdauer von 3 Monaten mit einer
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bildgebenden Darstellung des Infarktareals im MRT. Möglich wäre hier die
Verwendung von Göttinger Minipigs, um eine Langzeitversuch auch mit adulten Tieren
durchführen zu können und nicht durch technische Limitationen begrenzt zu werden.
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Kapitel 6

Zusammenfassung

Anhand der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob es möglich ist, nach
einem akuten Myokardinfarkt den unspezifischen Entzündungsmarker CRP durch
Apherese zu reduzieren. Gleichzeitig sollte evaluiert werden, ob durch die Reduktion
von CRP eine veränderte Morphologie der Infarktnarbe in Abhängigkeit zur
Behandlungsgruppe sichtbar wird. Zwischen CRP und Narbenbildung besteht ein
direkter Zusammenhang. Die geschädigten Zellen werden mit Einsetzen der
Komplementkaskade durch vermehrte Synthese von CRP „markiert“ und somit für
proinflammatorische Makrophagen präsentiert. Dabei wird jedoch nicht zwischen
letalen bzw. beschädigten und Energiedefizienten, aber intakten Zellen unterschieden.
Eine Reduktion des Narbenareals führt in der Folge zu einer besseren Rekrutierung von
vitalem Gewebe bei gleichzeitiger besserer Kontraktilität im Verhältnis zum
unbehandelten Infarkt. Für die Beantwortung der Fragestellungen wurden weibliche
Hybridschweine eingesetzt, die in 3 Behandlungsgruppen nach

• Kontrollgruppe (ohne spezifische Behandlung)

• Sham-Apherese

• Verum-Apherese eingeteilt wurden.

Das durch den myokardialen Infarkt vermehrt synthetisierte Akute-Phase-Protein CRP
sollte durch 2-malige Apheresebehandlung des separierten Blutplasmas im Abstand von
jeweils 24 h nach Infarktereignis reduziert werden. Durch die Reduktion von CRP als
Marker sollte energiedefizitären Zellen die Möglichkeit der Erholung gegeben werden.
Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass eine signifikante Reduktion von CRP
in der Gruppe der Verumapherese möglich war. Nach der ersten Behandlung 24 h nach
Infarktereignis wurden die CRP-Werte auf 35 % des Ausgangswertes gesenkt. Die
zweite Behandlung nach 48 h ergab eine weitere Reduktion auf 26 % zum Bezugswert.
Darüber hinaus war in der Gruppe der Verumapharesebehandlung gegenüber den
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Tieren der Sham- bzw. der Kontrollgruppe eine deutliche Reduktion der epikardialen
Narbe erkennbar. Im Ausblick ergeben sich nun die Fragen, wie sich das Gewebe im
Infarktareal nach CRP-Apherese über eine Verlaufsdauer von 8 – 12 Wochen verhält
und welche Makrophagensubtypen am Umbauprozess des infarzierten Gewebes beteiligt
sind und wie ihre Differenzierung durch die CRP-Reduktion beeinflusst wird. Über die
wissenschaftliche Fragestellung hinaus könnte in weiteren präklinischen Studien geklärt
werden, ob es eine direkten Zusammenhang zwischen einer verkleinerten Narbenfläche
und einer Verbesserung von kardialer Pumpfunktion und klinischer Prognose gibt.
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A comparative study in a porcine model of acute

myocardial infarction after apheresis by use of a

crp-specific adsorber

6.1 Summary

In this investigation, the feasibility of intentional reduction of unspecific acute phase
protein capsular-reactive-protein (CRP) after acute myocardial infarction was tested.
Testing was conducted by applying a CRP-specific adsorption plasma filter.
Simultaneous evaluation of CRP removal and the change of morphology according to
treatment, was evaluated. A direct correlation between CRP and scar tissue is known.
The initiation of the complement cascade leads to an increased flagging of injured cells
and is the direct event prior to presentation for inflammatory macrophages. Through
this there is no differentiation between lethally injured cells and intact cells in a
hibernating state. A reduction of scar tissue leads to an increased recruitment of vital
tissue and concomitant to a better contractility at the level of untreated infarction. For
these questions we used female hybrid pigs in 3 treatment groups

• control (without specific treatment)

• sham-apheresis

• verum-apheresis where scaled.

Augmented synthesized CRP through the myocardial infarction should decreased by
double treatment of the separated blood plasma in intervals of 24h after the event.
Reduction of soluble CRP decreased the amount for flagging. Time for cell recovery is
given. A significant reduction of CRP in the verum treatment where shown to be
successful. The research results shown, that a significant reduction of CRP in the
verum-treatment group was successful. After the first depletion 24 h post infarction the
amount of CRP was decreased to 35Between the control, sham and verum treated
animals, a considerable reduction of the pericardial scar was visible. For further
research we wish to address how tissue regeneration occurs over 8 to 12 weeks and
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which subtypes of macrophages are involved in the reconstruction. An additional
question of interest is to determine if there is an influence on differentiation of
macrophages by CRP-depletion? The questions previously suggested here, as well as,
current preclinical studies may elucidate a direct correlation between reduced scar area
and improved cardiac output.
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