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Abstrakt

1. Abstrakt

Untersuchung der elektrokardiographischen Verdnderungen bei Myokardinfarkt nach

Aktivierung der Arteriogenese im Herz der Ratte

Hintergrund: Der Myokardinfarkt stellt durch Verschluss eines KoronargeféalRes ein haufig letal
endendes Akutereignis dar. Die Arteriogenese stellt einen Adaptationsprozess dar, welcher durch
Schubspannung initiiert zum Umbau von kollateralen Umgehungskreisldufen zu funktionellen

arteriellen Konduktanzgefal3en fihrt.

Methoden: Durch die Anwendung des ROP in der Ratte sollte in dieser Arbeit die myokardiale
Arteriogenese stimuliert und anschlieRend an relevanten Herzparametern evaluiert werden. Dazu
wurden zwei Kontrollgruppen sowie zwei Interventionsgruppen randomisiert. In den
Versuchsgruppen wurden zu festgelegten Zeitpunkten Elektrokardiogramme bei Ratten
abgeleitet und auf die Parameter Herzfrequenz, PR-Intervall, QT/QTc, QRS-Komplex,
ST-Strecke und Herzratenvariabilitat untersucht. Die Ermittlung der Herzrhythmusstérungen
erfolgte visuell. Zusétzlich wurden 2 mm-Schnitte des Herzens mittels TTC angefarbt.
Anschliel3end erfolgte die manuelle Ermittlung der Infarktareale.

Ergebnisse: Die Untersuchungen ergaben (bereinstimmende Werte fur Herzfrequenzen,
PR-Intervall sowie ST-Elevation mit der Literatur. Dabei lagen die Werte flr die ST-Elevationen
unabhéngig von der Zeit in den Kontrollgruppen stets hoher als in den Interventionsgruppen
(SHAM-Tiere zwischen 0,215-0,249mV und ROP-Tiere zwischen 0,162-0,196mV). Die
QT/QTc-Zeiten ergaben relevante Abweichungen im Vergleich der 5-Tage-SHAM-Gruppe
versus den drei anderen Versuchsgruppen (QT/QTc nach Fridericia: 5-Tage-SHAM:
0.07+0.0066/ 0.111+0.0103, 5-Tage-ROP: 0.046+0.0157/ 0.071+0.0249, 10-Tage-Sham:
0.051+0.0133/ 0.08+0.0192, 10-Tage-ROP: 0.051+0.0126/ 0.079+0.0192). Der QRS-Komplex
war in der 5-Tage-Kontrollgruppe im Gegensatz den 5-Tage-ROP und den 10-Tage-Gruppen
leicht verlédngert (5-Tage-Sham: 0.028+0.0062ms, 5-Tage-ROP: 0.0162+0.0034ms, 10-Tage-
SHAM: 0.0178+0.0039ms, 10-Tage-ROP: 0.0189+0.00311ms), lag jedoch im der Norm. Die
Herzratenvariabilitat fiel in den 5-Tage-Gruppen im Durchschnitt héher aus (SDNN: 5-Tage-
Sham 0.0510, 5-Tage-ROP 0.0240) als bei den 10-Tage-Gruppen (SDNN: 10-Tage-Sham
0,0138, 10-Tage-ROP 0,0180), war jedoch nicht-signifikant (p=0.808). Die Analyse der
Herzrhythmusstérungen ergab ein signifikantes Ergebnis der 10-Tage-ROP-Gruppe im
Vergleich zur 5-Tage-Kontrolltiergruppe (p=0.030). Das Infarktareal konnte in den beiden
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Interventionsgruppen deutlich gesenkt werden (pOP-Status=0.024). Die Grol3e der Areale lag im
Durchschnitt wie folgt: 5-Tage-Sham 11.2+6.7, 5-Tage-ROP 7.2+4, 10-Tage-Sham: 13.1+5.6
und 10-Tage-ROP 7.9+4.6.

Schlussfolgerung: Die myokardiale Arteriogenese wurde durch das ROP Protokoll induziert.
Diese konnte indirekt nachgewiesen werden und zeigt sich in der Reduktion des Infarktareals

sowie der Senkung des Verletzungsstromes in Form der ST-Elevation.

Investigation of the electrocardiographic changes in myocardial infarction after activation

of coronary collateral growth in the heart of the rat

Background: The myocardial infarction, by closure of a coronary vessel, is a frequently lethal
and acute event. Coronary collateral growth_represents an adaptation process, which initiates by
shear stress the conversion of collateral bypass circuits to the functional arterial conductance

vessel.

Methods: By the application of ROP in the rat, myocardial collateral growth should stimulate the
heart and then is evaluated according to the relevant parameters. There were two control groups
as well as two intervention groups, randomized. In the experimental groups there were at defined
times electrocardiograms derive in rats, and, to the parameters of heart rate, PR interval,
QT/QTc, QRS complex, ST segment, and heart rate variability were studied. The determination
of heart rhythm disorders was visual. In addition, 2mm sections of the heart using TTC-stained.

This was followed by the manual identification of the infarct areas.

Results: The investigation resulted in matching values for heart rate, PR interval, and
ST elevation with the literature. These positions held the values for the ST elevation regardless
of the time in the control groups, and are always higher than in the intervention group
(SHAM-animals between 0,215-0,249mV and ROP-animals between 0.162-0,196mV). The
QT/QTc-Zeiten revealed relevant deviations in comparison to the 5-day-SHAM group versus the
other three experimental groups (QT/QTc Fridericia rate: 5-day-SHAM: 0.07+0.0066/
0.0103+£0.111, 5-day-ROP: 0.0362+0.0157/ 0.0249+0.071, and the 10-day SHAM:
0.051+0.0015/ 0.0192+0.08, 10-day-ROP: 0.051+0.0126/ 0.0192+0.079). The QRS complex is,
in the 5-day-control group in contrast to the 5-day-ROP and the 10-day groups, easily extended
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(5-day-SHAM:  0.028+0.0062ms,  5-day-ROP:  0.0162+0.0034ms,  10-day-SHAM:
0.0178+0.0039ms, 10-day-ROP: 0.0189+0.00311ms), but in the standard. The heart rate
variability falls in the 5-day groups, on average, more (SDNN: 5-day-SHAM 0.0510,
5-day-ROP 0.0240) than the 10-day groups (SDNN: 10-day-SHAM 0,0138, 10-day-ROP
0,0180), but was not significant (p=0.808). The analysis of the heart rhythm disorders show a
significant result in the 10-day-ROP group compared to the 5-day-control animal group
(p=0.030). The infarct area could be, in the two intervention groups, significantly reduced (pOP-
Status=0.024). The size of the areas is, on average, as follows: 5-day-SHAM 11.2+6.7, 5-day-
ROP 7.2+4, 10-day-SHAM: 13.1+5.6 and 10-day-ROP 7.9+4.6.

Conclusion: Myocardial coronary collateral growth was induced by the ROP protocol. This
could be demonstrated indirectly and is reflected in the reduction of the infarct area and the

reduction of the current injury in the form of ST elevation.
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2. Einleitung/Fragestellung

2.1. Allgemein

Die kardiovaskuldaren Krankheiten bilden in ihrer Gesamtheit die h&ufigsten Todesursachen in
der Bundesrepublik Deutschland [1].

Todesursache Anzahl in %
Chronische isch&@mische Herzkrankheit 20,6
Akuter Myokardinfarkt (Herzinfarkt) 14,7
Herzinsuffizienz 12,9
Hypertensive Herzkrankheit 7,0
Schlaganfall, nicht als Blutung oder Infarkt bezeichnet 53
Vorhofflattern und Vorhofflimmemn 4,7
Hirninfarkt 4,5
Nichtrheumatische Aortenklappenkrankheiten 2,6
Intrazerebrale Blutung 2,2
Essentielle (primére) Hypertonie 2,1
B Herz-Kreislauferkrankungen M Sonstige Erkrankungen Sonstige Herz-Kreislauferkrankungen 23,4

Grafik 1: Prozentuale Darstellung der letalen Herz-Kreislauferkrankungen in Hinblickt auf die
Gesamtheit der letalen Ereignisse sowie deren detaillierten Darstellung 2013 [1].

Dabei gibt es verschiedene Ursachen, die das Auftreten von Herzkreislauferkrankungen
beguinstigen. Diese unterteilen sich in Faktoren, die durch Erndhrung und Lebensweise
beeinflussbar sind und in Faktoren, die nicht beeinflussbar sind. Zu den nicht beeinflussbaren
Faktoren zahlen das Alter, das Geschlecht [2] sowie die Erbfaktoren [3]. Die Ursachen, die jedes
Individuum durch Bewegung, gesunde Lebensweise und regelméRige Vorsorgeuntersuchungen
beim Arzt beeinflussen kann, sind Hypertonie, Hypercholesterindmie, Nikotinabusus, Diabetes,
Adipositas [2] sowie Bewegungsmangel [3,4].
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2.1. Was ist Arteriogenese?

Der menschliche Organismus verfligt Uber verschiedene Mechanismen um Gefal3e zu bilden. Die
Vaskulogenese bezeichnet die ,,Blutgefa3bildung de novo* [5] wahrend es bei der Angiogenese
zur Aussprossung aus bereits vorhandenen Blutgefalien und der Bildung neuer Kapillaren kommt
[5]. Arteriogenese ist die Ausbildung von ,,hdmodynamisch bedeutsamen Blutgefalen” aus
praexistenten Kollateralanastomosen [6]. Dies geschieht jedoch nur, wenn sich durch ein
Druckgefalle in den praexistenten Arteriolen sogenannte Scherkrafte ausbilden. Der Prozess, der
dabei ablauft, wird durch das Hagen-Poiseuille-Gesetz beschrieben, welches fiir laminare
Strémungen in einer Rohre — oder einem Blutgefall — gilt. Es besagt, dass der Gefallwiderstand
durch die Reibung zwischen einer Flussigkeit — in unserem Fall Blut - und einer Wand z.B.
GefaBwand entsteht. Daher ist der Widerstand im Zentrum am geringsten. Je groRer der Radius
einer Rohre bzw. eines Blutgefales, desto weniger Widerstand herrscht vor. Dies ist einer der
wichtigsten Faktoren neben der Lange des GefaRes und der Viskositat des Blutes. Je viskoser

eine Flussigkeit in einer Rohre, desto hoher wird der Widerstand [7].

Gesetz von Hagen-Poiseuille :

Iv = der Volumenstrom, r= der Radius des Rohres, A p = die Druckdifferenz zwischen Anfang und Ende des
Rohres, | = die Linge des Rohres, n = die Viskositdt der Fliissigkeit [8]

Dieser Zustand des Druckgefdlles kann durch Stenosen oder arterielle Okklusionen
hervorgerufen werden. Bei einer Verengung oder Stenose eines GefaRes entsteht ein
prastenotisches Hochdruckgebiet sowie ein poststenotisches Tiefdruckgebiet [9]. Das arterielle
Blut flieBt nun anstatt durch das verschlossene Gefal3 durch die préexistenten Kollateralen,
welche die Blutversorgung des poststenotischen Areals Ubernehmen. Dadurch erhéht sich die
Flussgeschwindigkeit in den praexistenten Kollateralen. Die entstandenen Scherkrafte greifen
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am Endothel an. Nach einigen Stunden beginnt der aktive Umbauprozess des Endothels [9],
welcher sich in Schwellungen und Odemen im Bereich der Scherkrafte zeigt. Der Korper
versucht diesem Volumenverlust entgegen zu wirken, indem er zuerst Anionenkanéle und spater
auch Kationenkanale 6ffnet [9]. Dieser Prozess fiihrt (iber die MAPKinase zur Hochregulierung
verschiedener Gene (z.B. intercellular adhesion molecule (ICAM-1), Vascular Cell Adhesion
Molecule (VCAM-1) und endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)). Durch diesen
Prozess kommt es in Folge zur Einwanderung und Adh&sion von Monozyten sowie zur
vermehrten Bildung von Wachstumsfaktoren und Proteasen. Proteasen leiten den Abbau der
extrazelluldren Matrix ein und Wachstumsfaktoren steuern einen umfassenden Gefalumbau
durch die Hochregulation von Rezeptoren fur weitere Wachstumsfaktoren [10]. Dieser
Mechanismus fiihrt zu einem GeféaBumbau der Blutgefdlie und in Studien konnte eine Zunahme
des GefalRdiameters von 50 pum Lumen auf bis tber 800 pm Lumen nachgewiesen werden
[10,11].

Arteriogenese
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2.2. Arteriogenese am Herzen

Bei der KHK kommt es durch Atherosklerose zu einer Verengung der GeféRRe und damit — zuerst
lediglich bei Belastung - zu einer Minderdurchblutung der distal gelegenen Areale [6]. Kommt
es durch Koronarspasmen oder Stenosen zu einem Verschluss einer Koronararterie, dilatieren die
Kollateralen passiv um eine ausreichende Versorgung des minderversorgten Areals zu

gewabhrleisten [6].

Ist die maximale Vasodilatation und Blutflusskapazitét erreicht kommt es entlang des Endothels
zu einer signifikanten Erhéhung der Schubspannung, welche die myokardiale Arteriogenese
auslost. In Folge dessen kommt es zu einer lokalen Entziindung, der Einwanderung von
Leukozyten, sowie zur Proliferation von Endothel- und Gefdmuskelzellen. Am Ende dieser
Kette findet eine Stabilisierung der extrazellularen Matrix statt und das kollaterale Gefal hat sich
zu einer funktionalen Konduktanzarterie umgebaut [6]. Dieser Prozess der Arteriogenese wird

auch als ,,biologischer Bypass‘ bezeichnet.

2.3. Das Herz der Ratte

Das Herz liegt im Bereich der Mittellinie in der Thoraxhohle. Die Herzspitze liegt in der Néhe
des Zwerchfells [12]. Das Organ ist anatomisch wie beim Menschen in zwei Vorhdfe und zwei
Kammern unterteilt. Dicht links neben dem Sternum liegt im 4. Interkostalraum der Apex. Der
Herzbeutel ist - im Gegensatz zum Menschen - in einem sehr groRen Anteil mit dem Sternum
verwachsen [13]. Das Gewicht des Herzens variiert bei mannlichen Ratten zwischen 0.9g
(Korpergewicht 200-300g) und 1g (Korpergewicht tber 4509). Bei den weiblichen Tieren liegt
die Spannbreite zwischen 0.67g (170-200g Korpergewicht) und 0.8g (bei Tieren mit einem
Korpergewicht von mehr als 2809). Prozentual macht das Gewicht des Herzens ungefahr 0.289%
des gesamten Korpergewichts des Tieres aus [14]. Der Blutdruck, den eine Ratte in Herzhthe
gemessen erreicht, liegt Systolisch zwischen 100 und 110mmHg sowie diastolisch zwischen 60
und 70mmHg [15]. In einer Studie an Spraque-Dawley-Ratten wurden etwas hohere systolische
Werte(124+2 bis 127+3) ermittelt [16]. Die durchschnittliche Herzfrequenz betragt zwischen
250 und 460 Schlagen pro Minute [17, 18]. Dabei wird jeder Herzschlag wie beim Menschen in
eine Systole und eine Diastole unterteilt [18, 19]. Als Systole wird das Intervall zwischen dem

ersten und zweiten Herzton bezeichnet, als Diastole zwischen dem zweiten und ersten Herzton.
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2.4. Erregungsausbreitung des Herzens

Die Erregungsausbreitung hat ihren Ursprung im rechten Vorhof im Sinusknoten (Nodus
sinuatrialis), welcher sich in der Nahe der Einmundung des Vena cava superior befindet. Von
dort wird die Erregung vom rechten Atrium 0ber den Atrioventrikularknoten (AV-Knoten,
Nodus atrioventricularis) in den rechten Ventrikel geleitet, der der Verzdgerung der Erregung
dient [20]. Durch diese Verzdgerung haben die Kammern die Mdoglichkeit sich ausreichend
durch die vorhergehende Vorhofaktion zu fillen. Zum anderen verhindert der AV-Knoten als
Verzogerungsglied, dass zu schnelle Erregungen wie beim Vorhofflimmern weitergeleitet
werden [20]. In einem solchen Fall findet eine unregelmaRige Weiterleitung der Erregung statt
[22].

Die Herzerregung wird weiter zu den HIS-Bundeln (im membrandsen Abschnitt des
Kammerseptums), den Tawara-Schenkeln (in den muskul&ren Abschnitten des Kammerseptums,
teilen sich in einen linken und rechten Ast) und den Purkinjefasern, die von den
Tawaraschenkeln abzweigen und die Kammermuskulatur erregen, geleitet [20]. Die
Purkinjefasern haben das am langsten andauernde Aktionspotential, sodass sie gleichzeitig einen

Schutz vor Extrasystolen bilden, die in den Herzrhythmus einfallen kdnnten [23].

Die Gesamtanatomie sowie das Aktionspotential zwischen Mensch und Ratte sind trotz der
kleineren Vorhofe der Ratte im Vergleich zu deren Ventrikeln dhnlich [24], sodass die
Ergebnisse bei Herzuntersuchungen am Versuchstier Ratte gut auf den Menschen Ubertragbar
sind. Des Weiteren existieren bei der Ratte keine Q-Zacke oder kein ST-Segment. Dieser Punkt
wird in den verschiedenen Literaturangaben jedoch nicht einheitlich gesehen, sodass es einige

Quellen gibt, in denen eine ST-Strecke erwahnt wird [24].

2.5. Elektrokardiographie (EKG)

Das Elektrokardiogramm leitet die Potentialdifferenzen an der Korperoberflache ab [25]. Diese
Potentialdifferenzen entstehen an der Grenze von nicht erregten und erregten Anteilen des
Herzens. Grundlage hierfir sind die Aktionspotentiale, die fir die einzelnen Herzaktionen
notwendig sind. In Ruhe weist das menschliche Herz ein Potential von -50mV bis -90mV auf

[21]. Durch Offnung spannungsgesteuerter schneller Natriumkanale beginnt das
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Aktionspotential. Nach einer kurzen frihzeitigen Repolarisation bedingt durch einen
Kaliumauswartsstrom und Chlorideinstrom [23] schlief3t sich die Plateauphase an, welches durch
einen langsamen Calciumeinstrom gekennzeichnet ist [23]. Aufgrund des Kalium-
Auswartsstroms aus der Zelle kommt es zur Repolarisation. Diese Phase des Aktionspotentials
endet, sobald das Ruhepotential der Zelle wieder erreicht ist. Nach jedem Aktionspotential
herrscht eine absolute Refraktdrzeit, in der die jeweilige Zelle nicht erneut erregt werden kann.
AnschlieBend beginnt der ganze Prozess von vorne. Der Ablauf ist wie bereits erwahnt bei
Mensch und Ratte &hnlich. Das Aktionspotential bei der Ratte féallt jedoch deutlich kirzer (nur

1/5 der Zeit im Vergleich zum Menschen) aus und es weist keine Plateauphase auf [24].

Die Erregung des Herzens ist im EKG als eine isoelektrische Strecke, Zacke oder Welle
erkennbar. Die Herzfrequenz wird durch den Sinusknoten bestimmt. Sie ist ein Parameter, der
den Sauerstoffbedarf des Herzens mitbestimmt. Je hoher die Herzfrequenz desto hdher der
Sauerstoffbedarf. Im Falle eines Myokardinfarktes stellt eine hohe Herzfrequenz einen die
Prognose verschlechternden Parameter da.

Die PQ-Zeit spiegelt die Erregung der Vorhofe sowie die Erregungsweg bis hin zu den ersten
Kammermuskelzellen wider [27]. Die Ruckbildung dieser Erregung ist im EKG nicht erkennbar,
da diese vom QRS-Komplex tiberlagert wird.

Die QT-Zeit stellt die Gesamtheit der Kammererregung dar [27]. Sie ist frequenzabhangig. Bei
Tachykardie ist sie verkirzt, bei Bradykardie verlangert [26]. Daher wird zur genaueren
Betrachtung die QTc (frequenzkorrigierte QT-Zeit) ermittelt, welche die Herzfrequenz des

jeweiligen Tieres mit einbezieht [26].

Der QRS-Komplex besteht aus einer negativen Q-Zacke (welche bei der Ratte nicht vorhanden
ist), einer positiven R-Zacke sowie einer negativen S-Zacke. Er beschreibt die
Erregungsausbreitung im Ventrikelmyokard des Herzens von der Basis bis zur Spitze bis hin

zum Ventrikelseptum [27].

Die normale ST-Strecke liegt auf der isoelektrischen Linie. Dies kommt dadurch zustande, dass
zu diesem Zeitpunkt die Ventrikel vollkommen erregt sind und keine elektrischen Strdme an der
Kdorperoberflache ableitbar sind [27]. Am Ende der ST-Strecke erfolgt die Repolarisation des
Herzens, welche durch Abnahme der Ca?+-Fahigkeit und einem daraus resultierenden Uberhang
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von negativen Kaliumionen gekennzeichnet ist [23]. Dadurch néhern sich die Herzmuskelzellen

wieder dem Ruhepotential an bevor ein neues Aktionspotential beginnt.

Anhand der ST-Strecke sind wichtige Veranderungen im Bereich der Sauerstoffversorgung des
Herzens erkennbar. Eine ST-Streckenhebung ist zum Beispiel ein Hinweis auf einen
Myokardinfarkt oder ein Herzwandaneurysma, wéhrend eine ST-Streckensenkung fiir eine
Ischamie des Herzmuskels spricht [27]. Dennoch kdnnen jegliche Art von ST-Verdnderungen
auch von Medikamenten verursacht werden, weshalb der Verlauf sowie eine genaue Anamnese
essentiell sind. Die Pathogenese in der ST-Strecken-Hebung liegt in der Depolarisation der Zelle,
welche Dbei einer fehlenden Durchblutung nicht stattfinden kann. Dadurch bleibt die
Herzerregung auf einem erhéhten Niveau und kehrt nicht in ihr Ruhepotential, was der

isoelektrischen Strecke entspricht, zurtick [28].

Die Herzratenvariabilitat (HRV = heart rate variability) ist eine wichtige Messgrolie, welche die
zeitlichen Schwankungen zwischen den einzelnen R-Amplituden aufzeigt. Sie dient als
nicht-invasives Verfahren im Rahmen der elektrokardiographischen Ableitungen zur Beurteilung
der Automatie des Herzens als Prognoseparameter z.B. Sterblichkeit nach Myokardinfarkt [29]
und wird durch verschiedene Parameter wie Alter, Geschlecht, Atmung, Trainingszustand [30],
Stress [31] oder dem Kdrpergewicht [32] beeinflusst.

2.6. Herzrhythmusstérungen (HRST)

Arrhythmien werden in bradykarde und tachykarde Herzrhythmusstérungen (HRST)
unterschieden. Die Ursache bradykarder HRST liegt in der Impulsbildung oder deren
Weiterleitung [33].

Tachykarde Herzrhythmusstérungen konnen verschiedene Ursachen haben und sich
unterschiedlich im EKG &ufern. Unterschieden werden im Wesentlichen drei

Pathomechanismen:

1. Hyperaktive Automatiezentren oder andere Zentren, in denen der Stimulus gegeben wird
[34]
2. Reentry-Mechanismen, die durch eine geringe Leitfahigkeit des Infarktareals gegentiber dem

gesunden Gewebe entstehen. [34]
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3. Arrhythmien, welche durch Nachdepolarisationen getriggert werden [33].

Arrhythmien, welche im Rahmen eines Infarktes auftreten, sind bedingt durch ,,eine Imbalance
des autonomen Nervensystems, Elektrolytstérungen, eine fortbestehende Ischdmie und eine

verzdgerte Erregungsleitung im Bereich des ischdmischen Herzmuskels* [35].

Zur Beschreibung der Schwere von Herzrhythmusstorungen wird bei den Menschen ein
Langzeit-EKG (ber 24 Stunden durchgefiihrt und anhand dessen die Erregungsstérungen mit
Hilfe der LOWN-KIlassifikation differenziert.

Die LOWN-KIlassifikation umfasst mehrere Schweregrade:

Grad Beschreibung Einteilung
I Monomorphe weniger als 30 VES/h Einfache
] Monomorphe mehr als 30 VES/h ST SO
Illa Polymorphe VES
b Ventrikulérer Bigeminus
Hohergradige

Iva Couplets

Herzrhythmusstérungen
IVb Salven (ventrikul&re Tachykardien)
\Y R auf T-Phéanomen

Tabelle 2: Herzrhythmusstérungen nach LOWN-KIlassifikation [36,37]

Da es fur die Ratte kein Modell zur Beschreibung von Herzrhythmusstérungen gibt, wird in

dieser Arbeit analog zum Menschen die LOWN-Klassifikation verwendet.

2.7. Myokardinfarkt

Der Myokardinfarkt ist ein akutes Ereignis, welches mit einem Verschluss einer Koronararterie
einhergeht. Im Jahre 2013 war laut dem Bundesamt flr Statistik der akute Myokardinfarkt mit

5,8 % die zweithdufigste Todesursache in Deutschland [1].
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Ein Infarktareal stellt eine irreversible Nekrose im Bereich eines mit Sauerstoff unterversorgten
Gebietes dar beziehungsweise eines Areals, welches komplett durch den Verschluss eines
GeféRes abgeschlossen wurde. Je hoher das Infarktareal, desto schlechter die Langzeitprognose
flir das entsprechende Individuum [38]. Zudem stellt ein Infarktareal ein Storfeld dar, bei dem es

an der Grenze zum gesunden Gewebe zu schweren Herzrhythmusstérungen kommen kann [28].

Beim Myokardinfarkt kommt es aufgrund eines Verschlusses zu einer Ischdmie in dem
poststenotischen Areal. Wird das Gefal3 nicht innerhalb der Ischdmietoleranz wieder ertffnet,
wird das Gewebe irreversibel geschadigt und es bildet sich eine Nekrose im betroffenen
Versorgungsgebiet. Um das nekrotische Gewebe herum befindet sich ischdmisches Gewebe,
welches noch vitale Myokardzellen aufweist. Das den nekrotischen Kern umgebende Gewebe
wird ischdmische Penumbra genannt [35] und kann durch MalRhahmen wie der
schnellstmdglichen Reperfusion oder der Senkung des myokardialen Sauerstoffbedarfs durch
Betablocker vor dem endgultigen Zelltod bewahrt werden. Durch diese Interventionen
beziehungsweise MalRnahmen erhoht sich die Chance der Erholung des betroffenen Gewebes.

2.8. Fragestellung

Der Myokardinfarkt stellt ein akutes, zum Teil todliches Ereignis da. Zahlreiche Forschungen
wurden bisher auf diesem Gebiet betrieben. Unter anderem im Bereich der Arteriogenese [39,
40, 41] und besonders eine therapeutische Modulation der Arteriogenese stellt ein klinisch hoch
relevantes Konzept zur Prévention eines Myokardinfarkt dar. Die ischdmische
Préakonditionierung [42] minimiert das Ausmall des akuten Ereignisses nur kurzzeitig. Die

Arteriogenese ist hingegen auf langerfristig angelegt.

In diesem Zusammenhang zeigten Untersuchungen, dass dadurch die therapeutische Stimulation
der Arteriogenese eine Reduktion der durch den Infarkt hervorgerufenen Herzrhythmusstérungen
erzielt werden kann und somit auch héhergradige Herzrhythmusstérungen, die zu tddlichen

Torsades de pointes fiihren kdnnen, verhindert werden.

Um Arteriogenese als klinische Strategie zur Prévention und Therapie von Myokardinfarkten zu

stimulieren gibt es zwei grundlegende Ansatze. (1) Entweder kann eine Arteriogenese durch
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Wachstumsfaktoren oder durch (2) eine Erhdhung der endothelialen Schubspannung erzielt
werden. Versuche, die Arteriogenese kinstlich durch Wachstumsfaktoren zu stimulieren, sind
klinisch nicht von Erfolg gekennzeichnet [43]. Die Herzhose ist ein Modell, welches die
Schubspannung des Blutes durch dessen Flussbeschleunigung kinstlich erhéht und vor allem fur
Patienten geeignet ist, die aufgrund ihrer reduzierten Belastbarkeit keiner sportlichen Betatigung
nachgehen konnen [44]. Der limitierende Faktor ist dabei die Zeit, da es Wochen - sogar Monate
bis Jahre [45] - dauert die Arteriogenese anzuregen

Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob sich die bereits in zahlreichen Studien gezeigten
Verlangerungen der elektrokardiographischen Zeitintervalle durch Stress - wie bei einem Infarkt
- bestétigen lassen und ob sich elektrokardiographische Verdnderungen im Rahmen der
Arteriogenese im Rahmen dessen aufzeigen lassen. Des Weiteren soll mit dieser Studie eine
Grundlage fir die Medikamentenforschung zur Beschleunigung der Arteriogenese geschaffen

werden.

13



Material und Methoden

3. Material und Methoden
3.1. Spraque-Dawley-Ratten und Haltungsbedingungen

Fur die Versuche wurden ménnliche Spraque-Dawley-Ratten verwendet, die alle von der Firma
Harlan-Winkelmann GmbH in Borchen (Deutschland) stammen. Die Tiere wurden mit
Gesundheitszeugnis geliefert und im Rahmen der Versuche im Center of Cardiovascular
Research (CCR) gehalten und operiert. Das Gewicht der Tiere lag zu Beginn des Versuches
zwischen 320g und 340g und sie waren etwa 10 bis 12 Wochen alt. Wahrend des Versuches
erfolgte eine Einzelhaltung der Tiere in Makrolon-Ké&figen, welches mit Weichholzgranulat
eingestreut war. Die Kafige beinhalteten zudem Futter und Wasser ad libitum sowie Papier als
Baumaterial fur die Ratten und wurden so nebeneinander gestellt, dass die Tiere Sichtkontakt

hatten.

Die Analgesie erfolgte morgens und abends mit Temgesic 0,06ml subkutan. Zuséatzlich wird den

Tieren 5 Tage postoperativ das Antibiotikum Baytril subkutan injiziert.

3.2 Tierversuchsgenehmigung

Die Versuche wurden nach dem Tierschutzgesetz 88 des Tierschutzgesetztes von Landesamt flr
Gesundheit und Soziales unter der Genehmigungsnummer G0387/10 am 18.05.2011 sowie unter

der Genehmigungsnummer G0255/11 am 3.01.2012 genehmigt.

3.3. Beschreibung der Erst-Operation

Die Narkoseeinleitung erfolgte ca. 10-15 Minuten vor der Operation mit einen Gemisch aus
Ketamin (2ml vom 100mg/kg) und Xylasin (0,2ml von 100mg/kg). Die Verabreichung erfolgte
intraperitoneal. Vor dem Beginn bekam jedes Tier zusétzlich Atropin 0,04mg/kg i.p. appliziert.
Nach Eintritt der Narkosewirkung wurde das Tier im Thoraxbereich geschoren. AnschlieRend
wurde es auf einer Plastikschale mithilfe von Schlduchen fixiert. Um den Temperaturverlust
wahrend der Operation so gering wie moglich zu halten, wurde dem Tier von unten per

Waérmeplatte (IKA Werke und Co. GmbH) und zusétzlich Wéarme mit einer Rotlichtlampe
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zugefihrt. Die Intubation wurde mit einem Otoskop, einem Flhrungsstab sowie einem Tubus
durchgefihrt. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte tiber einen Isofluran-Verdampfer mit
1.5 bar. Wéhrend des gesamten Zeitraumes des Eingriffes erfolgte eine elektrokardiographische
Uberwachung sowie rektale Temperaturmessung des Tieres (TermistorThermometer, Modell
8402-00, Cole-Parmer-Instruments). Nach Desinfektion des Brustkorbes mit Jod fand die
mediale Thorakotomie statt. Nun wurde der Ramus interventrikularis anterior (RIVA) des
Herzens der Ratte ausgesucht und ein Ballonkatheter aufgenéht. Der korrekte Sitz des Katheters,
welcher bei Inflation den Ramus interventrikularis anterior okkludiert, wurde mit Hilfe des
EKGs Uberpruft. Mit einer stumpfen Pinzette wurde das Fell der Ratte von Thorax so abgel6st,
dass der Katheter subkutan tber den seitlichen Thorax zum Nacken des Tieres gefuhrt werden
konnte. Am Nacken des Tieres wurde der Kunststoffkatheter durch eine Metallfeder gezogen,
welche im Nacken des Tieres verndht. Zum Schluss wurde der Thorax mit einer Unterhaut- und

einer Hautnaht verschlossen.

3.4. Beschreibung der Final-Operation

Die Narkoseeinleitung erfolgte wie bei der Erst-Operation mit Ketamin und Xylazin.
Anschlielend wurde das Tier auf der Plastikschale mit Hilfe von ,,Gummischlduchen® fixiert.
Auch hier erfolgte eine Aufrechterhaltung der Korpertemperatur mithilfe der Warmematte. Die
Ratte wurde intubiert und die Narkose wurde mit einem Gemisch auf 100%igen Sauerstoff und
Isofluran aufrechterhalten. Bei der finalen Operation erfolgte durch VerschlieBen des Okkluders
mit Wasser die Induktion eines Verschlusses der RIVA, welcher 90 Minuten durchgefihrt
wurde. Danach erfolgte die Reperfusion des Gefalles mit anschlieBender Durchspilung des
Herzens mit EvansBlue uber den Okkluder um das restliche Blut aus den Gefallen und dem
Herzen zu entfernen. Nach 90 Minuten Infarkt und 20 Minuten Reperfusion erhielt das Tier eine
hohere Dosis Isofluran. Daraufhin wurde der Thorax zur Entnahme des Herzens der Ratte
ge6ffnet und das entnommene Organ in klarem Wasser gespult. Die Vorhofe des Herzens
wurden abgeschnitten. AnschlieBend wurde das Rattenherz in einer 2ml-Einmalspritze der Firma

Braun flr 20 min in das Tiefklhlfach (-20°C) gelegt bevor es weiterverarbeitet wurde.
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3.5. Studiendesign

Die Studie wurde in 2 Abschnitten durchgefiihrt. In jedem Abschnitt wurden die Tiere in
2 Gruppen randomisiert, ROP (Repetitiv okkludierendes Protokoll) und SHAM
(Kontrollgruppe). Der erste Abschnitt erfolgte 2011. Der Zeitraum, in welchen hier das Protokoll
durchgefiihrt wurde, betrug 5 Tage. Die SHAM-Gruppe wurde nicht an das Protokoll
angeschlossen. Dieses repetitive okkludierende Protokoll besteht aus 3 Zyklen mit jeweils
8 Stunden. Bei diesem Protokoll wird 8-mal hintereinander alle 20 Minuten der RIVA fir
40 Sekunden durch Inflation des Okkluders verschlossen. Danach erfolgt fir die Tiere eine
Ruhephase von 5 Stunden und 40 Minuten [39]. Der zweite Abschnitt schloss sich in den zwei
Monaten danach an. Bei diesen Tieren, die ebenfalls randomisiert wurden, wurde ein 10-tatiges
Protokoll angewandt. Dabei wurden die Tiere alle unter den gleichen Bedingungen gehalten. Bei
den ROP-Tieren erfolgte eine Okklusion im Rahmen des repetitiven okkludierenden Protokoll,
bei den SHAM-Tieren wurde der Okkluder nicht aufgeblasen. Nach Beendigung des Protokolls
wurde bei allen Tieren eine finale Operation durchgefihrt, unter welcher durch eine permanente

Okklusion ein Myokardinfarkt ausgeldst wurde.

5-Tage Tiere (SHAM und ROP)

TagO Tag 1-7 Tag 8
Einzeltierhaltung ggf.

Initial-Operation | mitInterventionan den Final-Operation
Tagen 3 bis 7

EKG EKG an Tag 3+7 EKG

10-Tage-Tiere (SHAM und ROP)

Tag O Tag1-12 Tag 13
Einzeltierhaltung ggf.

Initial-Operation | mitInterventionan den Final-Operation
Tagen 3 bis 12

EKG EKGan Tag 3+7+12 EKG
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3.6. Durchfiihrung und Auswertung der EKG

Bei den Ratten wurden zu festgelegten Zeiten 3-Kanal-EKGs in Rickenlage mit Hilfe des
Gerates der Firma ADISTRUMENT PowerLab 4/30 abgeleitet. Vor der EKG-Anlage wurden
die Tiere mit Isofluran betdubt um das Elektrokardiogramm schreiben zu kdnnen. Die ersten
beiden Initial-EKGs wurden wéhrend der Erst-OP geschrieben, eines wahrend der Thorax noch
geOffnet war, das zweite am Ende der OP nach Verschluss der Thoraxes der Ratte. Weitere
EKGs wurden an den Tagen 3, 7 sowie bei den 10-Tage-Tieren am zwolften Tag durchgefihrt.
Es worden jeweils 45 Sekunden registriert. Wahrend der Final-Operation wurde ebenfalls das

EKG aufgezeichnet, dieses Mal jedoch ber 90 min wahrend der durchgefiihrten Ligatur.

Zur Auswertung der EKG-Daten wurde das Programm LapChart7 verwendet. Die ermittelten
Werte wurden stichprobenartig manuell 0berpriift. Fur die Daten Herzfrequenz (min-1),
PR-Intervall (in ms), QRS (in ms), QT (in ms), QTc (in ms) und ST-Strecke (in mV) wurden die
Mittelwerte der ersten 30 Minuten der jeweiligen Daten herangezogen sowie flr die ST-Werte
(in mV) zusatzliche die Mittelwerte der Zeitintervalle 15 min und 90 min. Zur Ermittlung der HF
am 3. Tag wurden die ersten 40 Sekunden der Aufzeichnung analysiert. Da die verschiedenen
Formeln zur Ermittlung der QT-Zeit eingeschrankt anwendbar sind, wurden zwei Moglichkeiten
in Betracht gezogen: zum einen die QT-Zeit nach Bazett, die in der Klinik den Standard darstellt
[46] jedoch nur fiir Herzfrequenzen zwischen 60/min und 100/min sichere Werte liefert [47],

zum anderen die Korrektur nach Fridericia, die weitgehend herzfrequenzunabhéngig ist [47].

_ OT (ms)

QlIc
Formel nach Bazett: VRR(SeC)

3
Formel nach Fridericia: RR
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Die Auswertung der Herzrhythmusstorungen erfolgte manuell in den ersten 30 min der

Aufzeichnung, da im Zeitraum danach keine weiteren Aktivitaten zu verzeichnen waren.

Fur die Analyse der Herzrhythmusstérungen der einzelnen Gruppen wurde der Fishers Exact
Test verwendet, der post-hoc-Vergleich erfolgte mit der 5-Tage-SHAM-Gruppe als
Referenzgruppe Gruppe ebenfalls mittels Fisher Test mit Adjustierung der p-Werte fur multiples
Testen anhand der False Discovery Rate Methode [48].

Die Herzratenvariabilitat wurde mittels deskriptiver Statistik der Daten tber 90 min in SPSS 22
ermittelt und in Excel 2010 tabellarisch dargestellt. Es wurde eine zeitbezogene Analyse der
RR-Intervalle durchgefiihrt sowie die Bestimmung der SDNN jeden einzelnen Tieres [49]. Zu
diesem Zweck wurden mittels LapChart 7 die Abstande zwischen den einzelnen R-Zacken
bestimmt und die Daten mittels SPSS analysiert. Die Analyse aller Daten erfolgte mit SPSS 22,
die graphische Darstellung mit erfolgte mit R (R Core Team (2015). R: A Language and
Environment for Statistical Computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria...).

Alle quantitativen Messwerte wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf das Vorliegen einer
Normalverteilung getestet. Dies trifft fir alle Messwerte zu.

Die Analyse der quantitativen Daten erfolgte Gber zwei Ansdtze: Zum einen wurden die
Unterschiede in den 4 Gruppen mit der 5 Tage-SHAM-Gruppe als Referenzgruppe mittels einer
einfaktoriellen ANOVA, zum anderen wurde in einer 2-way-ANOVA der Einfluss von
Zeitverlauf und Operation sowie deren Interaktion getestet. Der Dunett-Test wurde als post-hoc

Test verwendet.

Bei den analysierten Werten wurden jeweils die Mittelwerte (Mean) mit Standard Deviation
(SD) angegeben. In den tabellarischen Ausgaben wurde zusatzlich die Standard Error of Mean
(SEM) eingefligt. Das Signifikanzniveau wurde auf p= 0,05 (5%) festgelegt. In den Abbildungen
wird das Signifikanzniveau folgendermalien dargestellt: n.s. (p>10%), + (p<10%), * (P<5%),
** (P<1%) und *** (p<0,1%).
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3.7. Gewebefarbung mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

Nach der Entnahme des Herzens wurde das Probenmaterial in eine 2ml-Spritze (Injekt® Solo,
B.Braun) fur 20 Minuten bei -21°C eingefroren. Wahrend der Wartezeit wurde das TTC
vorbereitet. Triphenyltetrazoliumchlorid ist ein Redox-Indikator, welcher zum Nachweis vitaler
Zellen dient [50]. Die mitochdriale Dehydrogenase der Atmungskette reduziert dabei das

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid zu 1,3,5-Triphenylformazan . Das reduzierte vitale Gewebe
wird durch diesen Prozess rot angefarbt, wéhrend sich das oxidierte avitale Gewebe weil}
darstellt [51]. Zur Herstellung wurde TTC in Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) in einem
Verhéltnis von 1:50 aufgeltst. Die Losung wurde lichtgeschitzt mithilfe eines Magnetriihrer mit
Heizung von der Firma Heidolph zusammengemischt. Nach Ablauf der 20 Minuten wurde die
Probe aus dem Gefrierfach genommen und mit Hilfe einer Rasierklinge (Apollo, Starke 0.30mm,
Carl Roth) in einer Schneidevorrichtung in 8 bis 9 Schnitte von 2 mm Dicke geschnitten. Diese
wurden jeweils einzeln in die Vertiefungen einer Cellstar Platte (24 well cell culture plate, steril,
with lid) gelegt und mit der TTC-LOsung bedeckt. AnschlieBend wurde das Gefal in Alufolie
eingewickelt und fur 20 Minuten in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 37°C gelegt. Dabei
wurden die Herzscheiben nach 10 Minuten umgedreht um eine gleichméaRige Farbung zu
gewabhrleisten. Nach der Féarbung erfolgte die Entnahme der Proben aus dem Wasserbad und das
PBS wurde abpipettiert. Im Anschluss wurden die Proben in Petrischalen gelegt und mit
Objekttragern beschwert. Die Fixierung der Proben erfolgt fur 20 Minuten mit 4%iger
Formaldehydlésung (Roti-Histofix). Die Gewebeschnitte wurden nach der Fixierung mit
Formalin einzeln in eine mit Nummern beschriftete Petrischale gelegt und mit einer Kamera der
Firma Leica (DC 150 digital Kamera) Unter dem Mikroskop (Leica KL 1500 LCD) mit einer
VergroRerung von 1,0 abfotografiert Diese Bilder wurden dann in das Programm Adobe
Photoshop CS3 eingespielt. Mit Hilfe dessen konnten die Infarktvolumina der einzelnen
Scheiben bestimmt werden. Zuséatzlich wurde das Gesamtvolumen der einzelnen Probenschnitte
ermittelt. In Excel wurde aus diesen Daten mit einem speziell programmierten Programm das

prozentuelle Infarktvolumen der Herzen berechnet.
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4. Ergebnisse
4.1. Das Elektrokardiogramm

Das Elektrokardiogramm bietet eine Vielzahl von Informationen durch die Auswertung
verschiedener ~ Parameter  [25].  Ausgewertet wurden mehrere  Abschnitte  der

elektrokardiographischen Kurve, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird.

4.2. Herzfrequenzen

Die Herzfrequenzen (HF) wurden am 3. Tag vor Beginn der Intervention sowie zum Zeitpunkt
der Okklusion wéhrend der finalen Operation analysiert. Dabei lagen die Herzfrequenzen
wahrend der finalen OP (5-Tage-SHAM: 233£21.5, 5-Tage-ROP: 230+13.1, 10-Tage-SHAM:
229+16.2, 10-Tage-ROP: 219+10.5), aufgrund der Isofluran-Narkose deutlich unter den
Mittelwerten der elektrokardiographischen Aufzeichnungen an Tag 3 (5-Tage-SHAM: 394135,
5-Tage-ROP: 387+21.1, 10-Tage-SHAM: 373£19.7, 10-Tage-ROP: 400£26.2). Zwischen den
Gruppen an den jeweiligen Aufzeichnungstagen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(Tag 3: p=0,259, Ligatur: p=0,416). Uber den Verlauf betrachtet ist jedoch bei den 10-Tage-
ROP-Tieren die Reduktion der Herzfrequenz - im Vergleich zu den anderen Gruppen -

ausgepragter.

450 - n.s. n.s. n.s.

I | 1 !
5 Tage SHAM 5 Tage ROP 10 Tage SHAM 10 Tage ROP
Gruppe

Grafik 4: Herzfrequenzen an Tag 3
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Grafik 5: Herzfrequenzen wahrend der Ligatur

Die two-way ANOVA ergab keine signifikanten Unterschiede auf die ermittelten Werte der

einzelnen Gruppen in Hinblickt auf Operationsstatus und Zeit (néhere Informationen siehe

Tabelle).

Variable pOP-Status pZeit pInteraktion
HF Tag3 0,336 0,757 0,084

HF Ligatur 0,287 0,176 0,590

Tabelle 3: two-way ANOVA der Herzfrequenzen
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4.3. PR-Intervall

Beim PR-Intervall zeigte sich zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied (p= 0,916).
Die Mittelwerte lagen bei den 5-Tage-SHAM-Tieren bei 0.045+0.0057 (SEM=0,00203), bei den
5-Tage-ROP-Tieren bei 0.048+0.0047 (SEM=0,00168), bei 10-Tage-SHAM-Tieren
0.047+0.0062 (SEM=0,00235) sowie bei den 10-Tage-ROP-Tieren bei 0.047+0.0062
(SEM=0,00162). In der two-way ANOVA war weder im OP-Status (p=0,779) noch in der Zeit
(p=0,663) ein ausschlaggebender Faktor auf die Interaktion (p=0,183) erkennbar.

n.s. n.s. n.s.

o

o

(9]
I

PRIntervall

0.04 - ‘ |

1 I | I
5 Tage SHAM 5 Tage ROP 10 Tage SHAM10 Tage ROP
Gruppe

Grafik 6: PR-Intervalle wahrend des Infarktes
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4.4. QRS-Komplex

Die Daten zeigten bei der Analyse der einzelnen Gruppen versus der Vergleichsgruppe
signifikante Werte (p=0,001). Die Breite des QRS-Komplexes betrug bei den 5-Tage-SHAM-
Tieren 0,028+0,0062ms (SEM=0,00218), bei den 5-Tage-ROP-Tieren 0,0162+0,0034ms
(SEM=0,00121), den 10- Tage-SHAM-Tieren 0,0178+0,0039ms (SEM=0,00146), sowie bei den
10-Tage-ROP-Tieren 0,0189+0,00311ms (SEM=0,0011). Innerhalb der 3 Gruppen (5-Tage und
10-Tage-ROP sowie 10-Tage-SHAM) war wiederum kein groRBer Unterschied zwischen den
Breiten des QRS-Komplexes nachweisbar. Bei der durchgefiihrten two-way ANOVA, welche
5-Tage-Sham versus der anderen Versuchsgruppen durchgefiihrt wurde, hatten sowohl der
OP-Status (p=0,001) sowie der Zeitfaktor (p=0,031) Einfluss auf die Interaktion zwischen diesen
beiden Faktoren (p=0,001), wobei der OP-Status einen gréReren Einflussfaktor darstellt.

*k*k *kk * k%

0.03 -

QRS

I
0.02- | |

0.01-

1 I | I
5 Tage SHAM 5 Tage ROP 10 Tage SHAM10 Tage ROP

Gruppe

Grafik 7: Breite der QRS-Komplexe wahrend der Ligatur
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4.5, QT-bzw. QTc- Zeiten

Die QT-Zeiten wiesen alle einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu der 5-Tage-SHAM-
Gruppe (p=0,003) auf. Dabei ist die grofite Signifikant zwischen den 5-Tage-Tieren zu erkennen
(p=0,002). Die beiden 10-Tage-Gruppen zeigten eine sichtbare Verringerung der QT-Zeit auf
(0,020 bzw. 0,016), jedoch fiel diese geringer aus als bei den 5-Tage-ROP-Tieren. Betrachtete
man die beiden 10-Tage-Gruppen separat miteinander, ist kein signifikanter Unterschied
zwischen den Kontrolltieren und den Tieren, die eine Intervention bekommen haben, zu

erkennen.

*% * *

0.08 -

0.07 - |

0.06 -

QT

0.05-

0.04 - ‘ ‘

0.03 -

1 I | I
5 Tage SHAM 5 Tage ROP 10 Tage SHAM10 Tage ROP
Gruppe

Grafik 8: QT-Zeiten wahrend der Ligatur

Da die QT-Zeiten jedoch sehr ungenau sind, wurde zuséatzlich die QTc-Zeit nach Bazett, welche
in der Klinik Anwendung findet [51], bestimmt. Die frequenzkorrigierte QT-Zeit wies ein
ahnliches Bild wie die QT-Zeit auf (p=0001), lediglich die Signifikanzen waren starker
ausgepragt (5-Tage-ROP p=0,001, 10-Tage-SHAM p=0,006, 10-Tage-ROP p=0,003). In der
durchgefuhrten two-way ANOVA zeigte sich, dass lediglich der OP-Status (QT: p=0,009,
QTc=0,003) einen signifikanten Einfluss auf die Interaktion (QT p=0,012, QTc p=0,007)
zwischen OP-Status und der Zeit (QT p=0,184, QTc p=0,080) hat.
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Grafik 9: QT-Zeiten korrigiert nach Bazett

Da die frequenzkorrigierte QTc-Zeit jedoch nur bei einer Herzfrequenz zwischen 60/min und
100/min [52] gute Werte liefert und die Herzfrequenzen der Ratten mit rund 300 Schldgen/min
deutlich darlber liegen, wurde die QTC-Zeit nach Fridericia bestimmt, welche weitgehend

herzfrequenzunabhéngig ist [53].
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Grafik 10: QT-Zeiten korrigiert nach Fridericia
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4.6. Herzratenvariabilitat (HRV)

Die Herzratenvariabilitdt bei den Versuchstieren waren innerhalb der Gruppen sehr
unterschiedlich und zwischen den Gruppen war kein nicht-signifikanter Unterschied (p=0,808)

erkennbar (detaillierte Werte siehe Tabelle).

Die HRV lag bei den 5-Tage-SHAM-Tieren bei 1,144+0,0510 Sekunden (sec.) und bei den
5-Tage-ROP-Tieren leicht reduziert bei 0,915+0,0240 Sekunden. Bei den 10-Tage-Tieren waren
die Werte fur die HRV fast identisch (10-Tage-SHAM: 0,821+0,0138 sec., 10-Tage-ROP:
0,820+0,0180 sec.).

min. RR max. RR Differenz RR Mittelwert aller RR-Werte
Gruppe Tier (in sec.) (in sec) (in sec) (in sec) SDNN
1 0,096 0,897 0,801 0,2444 0,2435
2 0,089 0,822 0,733 0,2752 0,0158
3 0,082 2,399 2,317 0,3042 0,0448
5-Tage- 4 0,092 1,071 0,979 0,2386 0,0218
SHAM 5 0,094 1,839 1,745 0,2365 0,0287
6 0,117 0,734 0,617 0,2883 0,0096
7 0,108 0,283 0,175 0,2387 0,0049
8 0,097 1,882 1,785 0,2744 0,0388
0,097 1,241 1,144 0,2625 0,0510
1 0,097 0,301 0,204 0,2645 0,0072
2 0,099 0,593 0,494 0,2620 0,0256
3 0,091 0,579 0,488 0,2576 0,0167
5-Tage- 4 0,108 1,845 1,737 0,2569 0,0325
ROP 5 0,152 0,923 0,771 0,2563 0,0203
6 0,087 1,612 1,525 0,2382 0,0302
7 0,095 1,692 1,597 0,2754 0,0317
8 0,020 0,520 0,500 0,1378 0,0276
0,094 1,008 0,915 0,2436 0,0240

Tabelle 4: HRV (minimaler und maximaler Wert sowie SEM) 5-Tage-Tiere

26




Ergebnisse

min. RR max. RR Differenz RR | Mittelwert aller RR-Werte
Gruppe Tier (insec.) (in sec) (insec) (in sec) SDNN
1 0,095 1,934 1,839 0,3111 0,0304
2 0,095 1,049 0,954 0,2842 0,0180
10- 3 0,110 0,538 0,428 0,2573 0,0055
Tage- 4 0,152 0,491 0,339 0,2493 0,0087
SHAM 5 0,235 0,271 0,036 0,2617 0,0046
6 0,136 1,863 1,727 0,2463 0,0168
7 0,097 0,523 0,426 0,2508 0,0125
0,131 0,953 0,821 0,2658 0,0138
1 0,115 0,591 0,476 0,2856 0,0127
2 0,128 1,026 0,898 0,2809 0,0234
10- 3 0,254 0,278 0,024 0,2717 0,0020
Tage- 4 0,104 2,030 1,926 0,2758 0,0477
ROP 5 0,082 2,589 2,507 0,2747 0,0326
6 0,255 0,279 0,024 0,2701 0,0052
7 0,249 0,547 0,298 0,2689 0,0094
8 0,102 0,510 0,408 0,2642 0,0106
0,161 0,981 0,820 0,2740 0,0180

Tabelle 5: HRV (minimaler und maximaler Wert sowie SEM) 10-Tage-Tiere

27




Ergebnisse

4.7, ST-Strecken

Diese Variable zeigte zu keinem der betrachteten Zeitpunkten (15 min, 30 min und 90 min nach
Ligatur) einen deutlichen Unterschied im Vergleich zu den anderen Gruppen (15 min: p=0.496,
30 min: p=0.565, 90 min: p=0.430). Die ST-Werte lagen 15 min nach Okklusion in den
Kontrollgruppen etwas hoher (5-Tage-SHAM: 0.201+0.084, 10-Tage SHAM: 0.215+0.031) als
in den Gruppen, die die Interventionen erhalten hatten (5-Tage-ROP: 0.167+0.054, 10-Tag-ROP:
0.162+0.115). Auch 30 min (5-Tage-SHAM: 0.242+0.1, 10-Tage-SHAM: 0.215+0.0315,
5-Tage-ROP: 0.196+0.092, 10-Tage-ROP: 0.18+0.111) sowie 90 min nach der Ligatur (5-Tage-
SHAM: 0.249+0.084, 10-Tage-SHAM: 0.215+0.0315, 5-Tage-ROP: 0.196+0.092, 10-Tage-
ROP: 0.18+0.111) zeigen sich keine Anderungen auf das Verhaltnis zwischen den Héhen der
ST-Werte in den einzelnen Gruppen. Dabei féllt auf, dass sich die ST-H6hen im Verlauf bei der
10-Tage-SHAM-Gruppe nicht anderten, sondern stabil bei 0.215+0.315 lagen.

Die Werte flr die ST-Senkungen wiesen im Verlauf alle einen negativen Trend auf, welcher zu
keinem Zeitpunkt signifikant war (15 min: p=0.199, 30 min: p=0.734, 90 min: p=0.642). Dabei
war nach 15 min Okklusion zwischen den 5- und 10-Tage-Tieren ein nicht-signifikanter
Unterschied (5-Tage-SHAM: -0.41+0.18, 5-Tage-ROP: -0,36+0.237, 10-Tage-SHAM:
-0,242+0.208, 10-Tage-ROP: -0.215+0.184) zwischen der ST-Senkung zu erkennen, welcher
sich bei den 10-Tage-ROP-Tieren nach 30 min (5-Tage-SHAM: -0.43+0.186, 5-Tage-ROP:
-0.39+0.236, 10-Tage-SHAM: -0.255+0.192, 10-Tage-ROP: -0.37+0.5) sowie nach 90 min
(5-Tage-SHAM: -0.47+0.141, 5-Tage-ROP: -0.41+0.204, 10-Tage-SHAM -0.272+0.18,
10-Tage-ROP: -0.38+0.49) den anderen Werten annahert.
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addnig

Grafik 11: ST-Elevationen sowie
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4.8. Infarkte

Der Vergleich der Mittelwerte der analysierten Infarkte in den einzelnen Gruppen ergab in dieser
Versuchsreihe kein signifikantes Ergebnis (p=0,127). Tendenziell wiesen die Kontrolltiere im
Vergleich zu den Tieren mit Intervention eine geringere InfarktgroRe auf (5-Tage-SHAM:
11.2+6.7, 10-Tage-SHAM: 13.145.6, 5-Tage-ROP: 7.2+4, 10-Tage-ROP: 7.9+4.6).

n.s. n.s. n.s.

. |
I | I I
5 Tage SHAM 5 Tage ROP 10 Tage SHAM 10 Tage ROP

Gruppe

Grafik 12: Infarktareale nach 90 min Infarkt und 20 min Reperfusion

In der two-way ANOVA zeigte sich ein signifikante Ergebnis in Hinblick auf den
Operationsstatus zwischen SHAM- und ROP-Tieren (pOP-Status=0.024, pZeit =0.512,
pInteraktion=0.735).
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Grafik 13: Darstellung der Infarktareale der einzelnen Schnitte anhand eines Tieres
Das vitale Gewebe hat durch die Farbung mit Triphenyltetrazoliumchlorid eine intensive rote
Farbung angenommen, wahrend das avitale Gewebe weil3 dargestellt ist.
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4.9. Herzrhythmusstérungen

Um die Unterschiede zwischen den Herzrhythmusstérungen (HRST) in den 4 Gruppen besser
anschaulich zu machen, wurde ein Score verwendet, der jedem Grad der Herzrhythmusstérung

einen bestimmten Punktwert zuordnet. Der Punktescore ist folgendermalien gegliedert:

Grad der Herzrhythmusstérung | Punkte
LOWN O 0
LOWN I 1
LOWN II 2
LOWN llla 3
LOWN IlIb 4
LOWN lva 5
LOWN IVDb 6

Tabelle 6: Punktestore fiir Herzrhythmusstérungen

Ventrikulare Herzrhythmusstérungen der LOWN-KIlassifikation V (R-auf T-Phdnomen) waren
bei keinem der Tiere zu verzeichnen. Daher wurde diese Kategorie nicht mit in den Punktescore

aufgenommen.

Im Vergleich zu den 5-Tage-SHAM-Tieren fielen bei einem von acht Tieren in der
5-Tage-ROP-Gruppe die Herzrhythmusstérungen etwas geringer aus (Grad IVa statt 1\VVb). Bei
den 10-Tage-SHAM-Tieren waren bereits groflere Veranderungen zu erkennen (p=0,325). Nur
die Verénderungen in den Herzrhythmusstérungen wahrend des induzierten Herzinfarktes in der
10-Tage-ROP-Gruppe waren signifikant (p=0,030).

In allen Gruppen war circa zwischen der 10 min und der 15 min nach Okklusion ein Intervall zu

beobachten, in welchen keine beziehungsweise kaum HRST auftraten.
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Grafik 14: Herzrhythmusstorungen in den einzelnen Versuchsgruppen

Variable Level Sham5 ROP5 Shaml1l0 ROP10 p p5dROP pl0dSham pl0dROP

HRST  Grad0 1(12%) 1(12%) 1(14%) 2(25%) 0.091  1.000 0.325 0.030
Gradl 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(12%)
Gradll 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
Gradllla 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
Gradlllb 0(0%) 0(0%) 2(29%) 1(12%)
GradIVa 0(0%) 1(12%) 1(14%) 3 (38%)
Grad IVb 7 (88%) 6(75%) 3 (43%) 1(12%)
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5. Diskussion

Die Auswirkungen von Myokardinfarkten stellen ein hdufig letal endendes Akutereignis dar,
welches in den Industriestaaten einen grof3en Stellenwert einnimmt. Daher ist es von essentieller
Bedeutung herauszufinden wie eine Reduktion der Auswirkungen von Myokardinfarkten mittels
Sekundarpravention erreicht werden kann. Die therapeutische Stimulation der Arteriogenese ist
ein Weg mit dem dieses Ziel praventiv und langfristig erreicht werden kann.

5.1. Anasthesie

Die Anasthesie erfolgte in dieser Studie mittels préoperativer Gabe von Ketamin und Xylasin
sowie dem Inhalationsnarkotikum Isofluran. Die Aufrechterhaltung erfolgte nach Intubation des

Tieres Uber einen Verdampfer mit Isofluran.

Die intraperitoneale Gabe der Substanzen gilt als gangige Methode in der Tiermedizin, da auf
diesem Wege Substanzen in grélRerer Menge verabreicht werden kénnen. Nach der Empfehlung
zur Substanzapplikation bei Versuchstieren ist bei der intraperitonealen Verabreichung - gleich
nach der intravendsen Gabe - ein schneller Wirkungseintritt der Substanzen zu verzeichnen [53].
Ketamin sowie Xylasin werden dabei hdufig in der Tiermedizin zur Narkotisierung von Tieren
angewendet [54,55].

5.2. Die EKG-Ableitungen

Fur die Ableitung der Daten sind drei verwendete Ableitungen bekannt - die
Extremitatenableitungen nach Einthoven (I, I, IlI), sowie nach Goldberger (zusétzlich zu
Einthoven aVL, aVF, aVR) und die Brustwandableitung nach Wilson (zusatzlich zu Goldberger
Ableitungen V1 bis V6) [56]. In diesem Versuch wurde die Ableitung Il der
Extremitéatenableitungen nach Einthoven angewandt. In anderen Studien kam auch die Ableitung
nach Wilson [57] zum Einsatz. Dieses hat gegenuber der Einthovenableitung den Vorteil, dass
mehr Informationen aus dem EKG gewonnen werden kénnen, wie zum Beispiel der R-Verlust
wéhrend des Infarktes sowie die HOhe des Verletzungsstroms uber dem Infarktareals

(ST-Elevation). Dies l&sst sich darauf zurtckfiihren, dass der Summenvektor drei-dimensional
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betrachtet wird und somit auch die Potentiale nach dorsal mit einbezieht, die in der
Frontalbetrachtung nur geringe oder keine Ausschldge im EKG zeigen. Die Ableitung nach
Einthoven als Standardableitung spiegelt die Potentialdnderungen in der Frontalebene wider. Mit
ihr lassen sich unter anderem der Lagetyp des Herzens bestimmen sowie Herzrhythmusstérungen
[56]. Die Standardableitung 1l — wie in diesen Versuchen verwendet — wird hdufig in
tierexperimentellen Studien an Ratten und Mausen angewandt und findet in der Humanmedizin
als ,,Uberwachungsleitung* wichtiger Parameter Anwendung [24]. Zudem ist die elektronische
Ableitung Il sehr robust und gibt zuverldssige Werte fur die Parameter P, R, S und T wieder
[24].

Es ist jedoch auch mdglich den Tieren die EKG-Kabel subkutan [58] zu implantieren. Dies hat
den Vorteil, dass kontinuierlich EKG-Aufzeichnung durchgefihrt werden konnen, ohne dabei

die ermittelten Daten durch ein Narkotikum oder Sedativum zu beeinflussen.

5.3. Die elektrokardiographischen Werte und deren Ermittlung

Die Auswertung der EKG-Daten gehort in der Forschung zu den Standardmethoden und ist
daher bereits gut erforscht. Die Ergebnisse dieser Studie wurden mit dem Skript ,,Das EKG der
normalen Ratte” [59] in welchen 1970 Tiere aus verschiedenen Studien zusammengefasst
wurden sowie mit weiteren Studien verglichen. Dabei fand die Durchfiihrung der Gewinnung
der elektrographischen Daten bei den Versuchstieren in Narkose [60,61] bzw. im fixierten
Zustand der wachen Ratte statt. Bei wachen Ratten fand eine Fixation von Kopf und
Extremitaten [62] oder eine ,,Weste aus groben Stoff* Anwendung, in welcher sich die Ratte
kaum bewegen konnte um eine moglichst gute und aussagekraftige Aufzeichnung zu
gewahrleisten [63]. Die Daten wurden mittels Analyseprogramm [64], halbautomatisch [65]
beziehungsweise manuell [66] ermittelt. Im Rahmen dieses Versuches wurde eine Kombination
aus beiden angewandt um lediglich ventrikuldre Herzrhythmusstérungen zu erfassen. Die
automatische Analyse hat den Vorteil, dass die Ermittlung schnell, einfach und immer nach dem
gleichen Standard verlauft. Schwierig wird dies nur, wenn die Daten durch weitere Faktoren wie
zum Beispiel weitere Herzrhythmusstorungen beeinflusst werden. Demnach weist die Arbeit
eine hohe Sicherheit mit einer gewissen Fehlertoleranz auf. Im Gegensatz dazu steht die

manuelle Analyse. In der Tiermedizin sollte sie immer angewandt werden, da die
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Computerauswertung haufig nicht zuverldssige Daten liefert [67]. Hierbei findet jeder einzelne
Herzschlag Beachtung, Nachteil der manuellen Untersuchung ist wiederum, dass diese Methode
untersucherabhéngig und durch hieraus resultierende Abweichungen nicht standardisiert ist. Je

nach Untersucher ist demnach mit Abweichungen vom urspriinglichen Ergebnis zu rechnen.

5.4. Herzfrequenzen

Die Herzfrequenzen zeigten weder an Tag 3 vor Beginn der Intervention noch wéhrend der
finalen Operation einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Dabei lagen die
Herzfrequenzen in den vier Gruppen zwischen 373 und 400 Schlagen/Minute. In einer Studie mit
Captopril an jungen und alten Ratten lagen die HF in den Kontrollgruppen zwischen 381 und
405ms [58]. Daraus lasst sich schlieRen, dass diese Parameter durch das Infarktgeschehen nicht
beeinflusst werden, was aufgrund des Entstehungsortes der kardialen Erregung im Sinusknoten
auch nicht zu erwarten war. Die niedrigen Herzfrequenzen der Tiere wahrend der Ligatur sind
auf die Narkose zuriickzufuhren. In Studien mit Isofluran konnte gezeigt werden, dass Isofluran
zu einem Anstieg der HF fihrt, welcher jedoch nach mehrfacher Applikation in kurzzeitigen
Abstanden abnahm [54]. Ketamin fuhrt aufgrund seiner Pharmakodynamik ebenfalls zu einem
Herzfrequenzanstieg [68]. Die Reduktion der Herzfrequenz wahrend der Ligatur ist auf das
Sedativum Xylasin zuriickzufiihren, welches einen bradykarden Effekt aufweist [69]. Trotz
dieser Effekte zeigte eine weitere Studie, dass Ketamin und Xyasin im Vergleich zu anderen
Anadsthetika den geringsten Einfluss auf die HF haben [54].

Insgesamt lasst sich bei den Tieren, die das Protokoll durchlaufen haben eine nicht-signifikante
Reduktion der Herzfrequenzen feststellen. Die Ursache daflr kdnnte daran liegen, dass die Tiere
durch den Lerneffekt anders mit dem Stress, welcher durch die Ischdmie ausgeltst wird,
umgehen und nicht reflexartig ihre Herzfrequenz erhohen um der Ischdmie durch eine schnellere
Herzfrequenz und damit einem erhdhten Auswurfvolumen entgegen zu wirken. Bei einer
myokardialen Ischdmie ist jedoch eine tachykarde beziehungsweise bradykarde Herzfrequenz

mit Herzrhythmusstérungen maoglich [70].
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5.5. PR-Intervall

Die Werte fur das PR-Intervall, welche fiir die Erregung der Vorhofe stehen, lagen in diesem
Versuch in allen untersuchten Gruppen bei Werten zwischen 0.045+0.0057ms und
0.048+0.0047ms und waren somit nicht signifikant. Da in der Literatur keine Normwerte im
Ratten-EKG zu finden sind, wurden zahlreiche Arbeiten zum Vergleich herangezogen. Im Skript
,»Das Elektrokardiogramm der normalen Ratte* lagen die PQ-Werte der Tiere zwischen 0,033ms
und 0,080ms, bei 2/3 der Tiere zwischen 0,042ms und 0,067ms. In einem anderen Projekt lag der
PQ-Wert bei 31ms [71]. In diesem Bereich befanden sich alle Zeitwerte des PR-Intervalls der
analysierten Tiere unabhéngig von der Versuchsgruppe. Je nach Literatur bestimmen einige die
PQ-Strecken [59], die anderen das PR-Intervall [72]. Die Ursache liegt darin, dass einige
behaupten, dass es keine Q-Zacke bei den Ratten gib und die anderen wiederum eine Q-Zacke
nachweisen konnten [73,74]. Da die Werte fur die PQ-Zeit beziehungsweise dem PR-Intervall
anderer Forschungen Ubereinstimmen, kann davon ausgegangen werden, dass der provozierte

Infarkt durch Okklusion der proximalen RIVA auf die Vorhoferregung keine Auswirkung zeigt.

5.6. QRS-Komplex

In ,,Das Elektrokardiogram der normalen Ratte* wurden 1971 EKGs analysiert, hier lag der
durchschnittliche QRS-Wert bei 0,0212 Sekunden mit einer Spannbreite von 0,1 Sekunden
(0,81% des Gesamtkollektivs) bis zu 0,04 Sekunden (0,05% des Gesamtkollektivs). Der grofite
Anteil der Tiere hatte einen QRS-Komplex im Bereich von 0,2 Sekunden (86,96%).

Die 5-Tage-SHAM-Tiere wiesen mit einem im Durchschnitt 0,028+0,062 breiten QRS-Komplex
den grofften Komplex der Kammererregung auf, was laut der Ver6ffentlichung ,,Das EKG der
normalen Ratte® im Normbereich liegt. Mit zunehmender Breites des Kammerkomplexes nimmt
die Zeit, in der das Herz bereits wieder relativ refraktdr und damit flir ein erneutes
Aktionspotential bereit ist, zu [75]. In diesem Zeitintervall kann im Herzen eine Erregung —
unabhangig von deren Ursprungsort — erzeugt werden. Demnach liegt bei den 5-Tage-SHAM-

Tieren eine héhere Wahrscheinlichkeit vor, Herzrhythmusstérungen zu entwickeln [76].

Fur die 5-Tage-SHAM-Tiere spielt jedoch noch ein weiterer Faktor in Bezug auf den QRS-
Komplex eine Rolle. In einer Studie ,,Effekt of Akute Stress of Rat ECG* aus dem Jahre 2009
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[77] konnte nachgewiesen werden, dass Stress zu einer Verlangerung des PR-Intervall, des QRS-
Komplexes sowie der QT-Zeit fuhrt. Die 5-Tage-Tiere hatten im Gegensatz zu den 10-Tage-
Tieren eine kirzere Erholungszeit nach der Erstoperation, sodass diese einem erhohten
Stresslevel ausgesetzt waren. Zudem stellt der Koronarverschluss durch permanente Inflation des
Katheters einen Zustand dar, der durch das poststenotische Ischdmieareal Stress in den
Versuchstieren auslost. Im Vergleich dazu liegt bei den 5-Tage-ROP-Tieren das gleiche
Procedere vor, nur dass diese durch das repetitiv okkludierende Protokoll bereits an kurzzeitige
ischdmische Episoden herangefiihrt wurden. Die QRS-Verbreiterung ware jedoch auch durch
eine Hypothermie der Tiere wahrend der Operation zu erklaren [78]. Im Zusammenhang damit
wirde es zu einer QT-Verlangerung kommen, welche auch bei diesen Tieren auftrat. Eine
Veranderung im EKG, die im Fall einer Hypothermie aulRerdem zu finden ist, trat bei den 5-
Tage-SHAM-Tieren nicht auf: ein prominenter J-Punkt, die sogenannte Osbornwelle. Demnach

scheidet die Hypothermie fir die EKG-Veranderungen in diesem Versuch aus.

Trotz der signifikanten Verbreiterung des QRS-Komplexes in einer Gruppe, ist in keiner der vier
Gruppen bei keinem der Tiere ein Blockbild gefunden wurden, wenn man davon ausgeht, dass

ein 0,04 Sekunden breiter QRS-Komplex noch als normal zu werten ist.

Mittels two-way ANOVA wurde Uberprift, ob der Zeitfaktor oder der Operationsstatus mehr
Einfluss auf den QRS-Komplex haben. Das Resultat zeigte, dass vor allem der OP-Status
Einfluss hatte sowohl der Zeitfaktor ebenfalls einen signifikanten Einflussflussfaktor auf den
QRS-Komplex darstellt.

5.7. QT- bzw. QTc-Zeit

Die QT-Zeit beziehungsweise die frequenzkorrigierte QT-Zeit (QTc) ergaben é&hnliche
signifikante Werte wie die Analyse des QRS-Komplexes. Dabei war erneut ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden 5-Tage-Gruppen sowie zwischen der 5-Tage-SHAM und den
10-Tage-Gruppen erkennbar. Die frequenzkorrigierte Zeit nach Bazett zeigte im Vergleich dazu
ein sehr &hnliches Ergebnis, welches sich lediglich im Signifikanzniveau unterschied. Die
Bazett-Formel ist zwar die hdufigste in der medizinischen Klinik beim Menschen sowie in
pharmazeutischen Studien [28,79] verwendete Korrekturformel, jedoch liefert sie nur im

Herzfrequenzbereich von 60/min bis 100/min zuverl&ssige Ergebnisse. Besser fur die
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Frequenzkorrektur fur Herzfrequenzen Uber 80/min ist die Fridericia-Formel geeignet. Diese
ergab ein hoch signifikantes Ergebnis bei den 5-Tage-ROP-Tieren sowie ein sehr signifikantes
Ergebnis bei den 10-Tage-ROP-Tieren. Die 10-Tage-SHAM-Tiere waren im Gegensatz dazu nur
signifikant. Dies zeigt, dass die Breite des QT-Komplexes durch die Intervention beeinflusst
wird, was mittels two-way ANOVA bestatigt wurde. Demnach kommt es bei den Kontrolltieren,
die nicht durch das repetitiv okkludierendes Protokoll an die Bedingungen unter Ischamie
gewdohnt wurden waren, eher zu einem verbreiterten QTc. Bei Tieren mit vorheriger Intervention
ist wahrend des Myokardinfarktes eine geringere QTc-Zeit zu verzeichnen. Demnach bietet
dieser Eingriff an den Koronaren einen Schutz vor hohergradigen Herzrhythmusstérungen — vor
allem vor den tddlichen Torsades de pointes was sich in den ermittelten Herzrhythmusstérungen
widerspiegelt. Bei Wistar Ratten lag die QT-Dauer bei 67+1.21ms [71] beziehungsweise
42+1.3ms [80]. Das erstgenannte Ergebnis entspricht ungefahr dem Wert, der bei den 5-Tage-
SHAM Tieren nachgewiesen werden konnte. Die Tiere in der zweitgenannten Studie waren im
Vergleich zu unseren Versuchstieren erst 6 Wochen alt. Bei 60-100 Tage alten Wistar Ratten,
welches den Alter der Tiere dieses Versuches entspricht, lag die QT-Zeit in der Kontrollgruppe
bei 0.023sec [72]. Dieser Wert liegt deutlich unter den ermittelten Werten aller Gruppen. Da die
QT-Zeit in der 10-Tage-SHAM-Gruppe geringer ausféllt und die QT-Zeit in verschiedenen
Literaturangaben eine groRe Streubreite aufweist, stellt sich die Frage, ob die QT-Zeit liberhaupt

ohne Korrekturformel vergleichbar ist.

In einer anderen Studie wurde 2010 wegen bis zu diesem Zeitpunkt fehlender Korrekturformel
der QT-Zeit bei Ratten folgende Formel verwendet: durchschnittliche Ratte RR (QTc n -B = QT
/ (RR / w) 1/2, f = 150ms). Diese stellt zwar einen sehr guten Ansatz dar, stof3t jedoch bei
Bradykardie, wie sie bei den narkotisierten Tieren wahrend der Ligatur vorliegt, an ihre Grenzen
[81].

5.8. Die Herzratenvariabilitat (HRV)

Bei der Methode handelt es sich um eine zeitbezogene Analyse (,,Time Domaine*), wo die RR-
Intervalle, die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen bestimmt werden [82]. In dieser
Studie konnte kein signifikanter Unterschied (p=0,808) zwischen den einzelnen Tiergruppen in

Bezug auf die Herzratenvariabilitdt nachgewiesen werden. In einer Untersuchung an der
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Universitdt Regenburg im Wintersemester 2007/2008 [83] sowie in mehreren anderen Studien
[84,85] wurde  Dbeschrieben, dass  die HRV in Entspannungssituationen
(Parasympathikusaktivitat) hoher ist als unter Stressbedingungen. Die HRV bei den 5-Tage-
Tiergruppen lag dabei hoher (SHAM > ROP) als die HRV der 10-Tage-Gruppen, was bedeuten
wirde, dass die beiden 5-Tage-Gruppen die besten Bedingungen aufweisen, um sich an
Stresssituationen anzupassen, wahrend die beiden 10-Tage-Versuchsgruppen, in denen der Wert
geringer war, eine geringere Anpassungsfahigkeit aufweisen. Diese Anpassung fiel zugunsten
des hoheren RR-Intervalls aus, woraus eine langsamere Herzfrequenz resultiert. Dies wirde zwar
den Sauerstoffbedarf des Herzens reduzieren jedoch auch das Blutvolumen, was durch die
GeféaRe gepumpt wird und fur die Schubspannung notwendig ist. Dabei muss jedoch daran
gedacht werden, dass die HRV stark durch Herzrhythmusstérungen beeinflusst werden.
Demnach hat das durchgefihrte Protokoll keinen Einfluss auf die HRV und die 10-Tage-Tiere
waren nach einem Infarkt von einer erhohten Mortalitat betroffen. Dennoch sollte dieser Aspekt
mit Vorsicht betrachtet werden, da die Tiere nach der Erst-Operation im Vergleich zu einer
anderen Studie [86] nur eine geringe Erholungszeit hatten um ihren circadianen Rhythmus
wieder herzustellen. Auf der anderen Seite konnte in diesem Versuch bei den Tieren eine HRV
zwischen 820 Milli-sekunden und 1144 Sekunden nachgewiesen werden. Dieser Wert liegt
deutlich Uber den in der Literatur [87] zu findenden Vergleichswerten (zum Beispiel Wistar-
Ratten: RR=149.88ms), sodass davon ausgegangen werden muss, dass in allen Gruppen eine
Adaptation der Herzfrequenz durch den Myokardinfarkt stattgefunden hat.

5.9. ST-Strecken

Die Mittelwerte der ST-Strecken-Elevationen beziehungsweise der ST-Streckensenkungen
waren in den Gruppenvergleichen zu keinem Zeitpunkt des Myokardinfarktes signifikant. Es
zeigte sich jedoch, dass die ST-Streckenhebungen bei den ROP-Tieren geringer ausfielen als bei
den SHAM-Tieren. Zudem wiesen die Tiere mit Intervention bei den ST-Elevationen ein
breiteres Spektrum der Werte als die Tiere in den Kontrollgruppen auf, was zu dem Ruckschluss
flhrt, dass in diesen Gruppen groRere Abweichungen vom Mittelwert vorherrschen. Bei den
SHAM-Tieren waren wéhrend des gesamten Zeitraumes, in dem die Okklusion der RIVA
durchgefuhrt wurde, die durchschnittlichen ST-Elevationswerte hoher (5-Tage-SHAM:
0.201+0.084 (15 min), 0.242+0.1 (30 min), 0.249+0.084 (90 min); 10-Tage-SHAM:
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0.215+0.0315 (15 min, 30 min und 90 min)) als bei den ROP-Tieren (5-Tage ROP: 0.167+0.054
(15 min), 0.196+0.092 (30 min und 90 min), 10-Tage-ROP: 0.162+0.115 (15 min), 0.18+0.111
(30 min und 90 min)). Das Ansteigen der ST-Werte zeigt, dass der Verletzungsstrom (ber die
Zeit zunimmt. Bei den 5-Tage-SHAM Tieren ist eine leichte Zunahme des Verletzungsstroms
zwischen ischdmischen und gesunden Zellen (lber den gesamten Zeitraum des induzierten
Infarktes zu verzeichnen, sodass nicht eindeutig klar ist, ob das Infarktareal groRer ausgefallen
ware, wenn die Okklusion des Gefdlles angehalten hatte. Da der Verletzungsstrom jedoch zu
Beginn der Okklusion bei den SHAM-Tieren bei 90 min hoher liegt als bei den ROP-Tieren,
entsteht das ischdmische und spéter das nekrotische Areal bei den SHAM-Tieren zeitlich friher.
Im Gegensatz dazu ist bei der 10-Tage-Kontroll-Gruppe keine Steigerung zu eruieren, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass bei diesen Tieren bereits 15 min nach Okklusion der
Hohepunkt des Infarktes erreicht und somit friihzeitig mit einem nekrotischen Areal zu rechnen
ist, welches bei einer Reperfusion selbst zu einem friiheren Zeitpunkt als 90 min nicht mehr
reversibel ist. In den beiden Gruppen der ROP-Tiere ist der Verletzungsstrom zwischen der
15. und 30. Minute am grof3ten, jedoch ist die ST-Elevation, welche fir den Verletzungsstrom
steht geringer als bei den SHAM-Tieren. Demnach kann gesagt werden, dass bei den 10-Tage-
Gruppen die Phase, in der das Gewebe irreversibel zerstort wird, bei den ROP-Tieren spéter
eintritt als bei den SHAM-Tieren. Dennoch darf nicht nur der Verletzungsstrom als Ursache fir
die ST-Elevation angesehen werden. Ein weiterer Faktor, der zu einer reversiblen schnellen
ST-Elevation fuhrt, ist der Stress [88]. In einer Medikamentenstudie lag der ST-Wert bei Wistar-
Ratten ohne vorherige OP bei einer ST-elevation von 0.176 mV [71].

Bei den ST-Streckensenkungen zeigt sich ein dhnliches Bild bezliglich der Streubreite bei den
Werten wie bei den ST-Elevationen. Die Blots bei den ROP-Tieren weisen ein etwas breiteres
Spektrum auf als die Tiere aus den SHAM-Gruppen. Die Werte flr die ST-Streckensenkungen
der ROP-Gruppe liegen dabei zu allen drei Analysezeitpunkten Uber den Werten der SHAM-
Tiere. Nach 90 min liegt der Wert flr die Ischdmie bei den ROP-Tieren (-0.41+0.204) auf einem
fast gleichen Niveau wie bei den SHAM-Tieren bereits nach 15 min (-0.41+0.18). Dies bedeutet,
dass die Tiere durch die Intervention spéter eine so starke Ischdmie aufweisen wie die
Kontrolltiere dies bereits zu Beginn tun. In den 10-Tage-Gruppen liegt der Wert fiir das Ausmaf
der Ischdmie bei den Tieren mit Intervention erneut unter denen, die kein Protokoll in den
vergangenen Tagen durchlaufen haben. Dies spricht dafur, dass eine bessere Versorgung des

poststenotischen Areals aufgrund der durch Arteriogenese vergroRerten arteriellen Geféle
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gegeben ist. Im weiteren Verlauf jedoch néhern sich die Werte der 10-Tage-ROP-Tiere denen
der anderen Gruppen an ohne diese zu Uberschreiten, wéhrend bei den 10-Tage-SHAM-Tieren
zwar Erhohung der Isch&mie anhand des EKGs zu verzeichnen ist, nur féllt dieses deutlich
geringer aus als in den anderen Gruppen. Dies kénnte daran liegen, dass es in dieser Gruppe eher
zu den ST-Streckenelevationen kommt, was sich im hdchsten Infarktareal aller vier Gruppen

widerspiegelt.

Dennoch muss auch eine andere Mdglichkeit der Interpretation der Werte in Betracht gezogen
werden. Da es sich in dieser Versuchsreihne um einen Verschluss des RIVA handelt, wird
dadurch ein Vorderwandinfarkt erzeugt, der seine elektrischen Stréme vor allem in den drei-
dimensionalen Ableitungen zeigt. Diese Strdme zeigen sich auch in den Extremitatenableitungen
jedoch sind die Anzeichen eines Infarktes dort geringer ausgepragt [89]. Andererseits kann es
auch zu reziproken Verénderungen [90] im EKG kommen, welche durch einem Strom weg vom
ischdmischen Gebiet entsteht [91].

Dann wiirden sich die Verletzungsstrome auf der Hinterwand des Herzens zeigen, welches im
EKG elektrophysiologische Anderungen in den Ableitungen 11, 11l und aVF zeigen. Unsere
ST-Streckensenkungen wéren dann spiegelbildlich gesehen ST-Streckenhebungen. In diesem
Fall wéren die Abweichungen von der isoelektrischen Linie in den ROP-Gruppen wieder
geringer als in der 5-Tage-SHAM-Gruppe. In der 10-Tage-SHAM-Guppe waren die Werte dann
geringer, sodass mit einem geringeren Infarkt gerechnet werden wirde. Dieser Aspekt lasst sich
jedoch aufgrund des ST-Streckenverlaufs ausschlieen. Eine erneute Durchfiihrung eines
Versuches mit Ableitung der elektrophysiologischen Potentiale nach Wilson ist empfehlenswert.

Eine Korrelation zwischen der ST-Streckenhebung und dem InfarktausmafR konnte nicht
bestimmt werden. Die Ursache hierfiir l4sst sich in der Anderung des Ruhemembranpotentials
wahrend der Ischamie vermuten [92]. In der Initialphase kommt es zu einer Absenkung des
Ruhemembranpotentials in den ischdmischen Zellen sowie einer Verkirzung der
Aktionspotentialdauer bis 10 Minuten nach der Okklusion, so dass die Zellen teilweise nicht
mehr erregbar sind. Es folgt ein Intervall (15 bis 25 min nach Okklusion), in welchen das
Aktionspotential wieder verlangert wird [92]. Da diese Phasen nicht abgrenzbar sind, ist eine
eindeutige Bestimmung der ST-Elevation und der ST-Senkung nicht moglich, da bei einer
Absenkung des Ruhemembranpotentials der Wert fir die ST-Elevation zu, sowie fir die

ST-Senkung abnimmt und umgekehrt. Um eine Korrelation zwischen Infarktausmal3, welches
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mit dem R-Verlust einhergeht und den ST-Streckenverédnderungen nachzuweisen, ist die
Bestimmung des R-Verlustes uber den Brustwandableitungen erforderlich, da die Bestimmung in
den Extremitdten ungenau ist und durch mdgliche Drehung der Herzachse [93] wéhrend des

Infarktes nicht aussagekraftig ist.

5.10.  Die Herzrhythmusstérungen

Wie Dbereits aus der Literatur erwartet fallen die Herzrhythmusstdérungen in den
Interventionsgruppen jeweils geringer aus als in den Kontrollgruppen. Dies l&sst sich auf die
Umgehungskreislaufe zuriickfihren, welche durch die Arteriogenese in ihren Diametern
zugenommen haben. Bei Okklusion eines GeféaRes wird der Fluss zwischen den repolarisierten
und nicht-repolarisierten Zellen grofRer. Wenn der Verletzungsstrom sein Maximum erreicht hat,
treten im Bereich des ischdmischen Gebietes Herzrhythmusstérungen auf [28]. Dieser Prozess
wird abnorme Automatie des Herzens genannt [33]. Bei den Tieren, bei denen eine
Arteriogenese stattgefunden hat, fallt dieser Verletzungsstrom geringer aus, da das
poststenotische Areal durch die Umgehungskreisldufe mit Blut und in Folge dessen auch mit
Sauerstoff versorgt wird. Dies zeigt sich auch beim Auftreten der Herzrhythmusstorungen.
Wahrend zwischen den 5-Tage-Tieren noch kein deutlicher Unterschied zu sehen ist, verbessert
sich der Grad der auftretenden Herzrhythmusstérungen bei den 10-Tage-Tieren sichtbar. Bei den
10-Tage-SHAM-Tieren kann davon ausgegangen werden, dass diese Verbesserung durch die
langere Erholungszeit zur Erst-OP zustande kommt, da das Herz durch langere Erholung nicht
mehr so vulnerabel ist bei den 5-Tage-Tieren (ROP und Sham). In der 10-Tage-ROP-Gruppe
zeigt sich eine signifikante Reduktion der Herzrhythmusstérungen im Vergleich zu der 5-Tage-
SHAM Gruppe sowie eine Verringerung dieser im Gegensatz zur 10-Tage-SHAM-Gruppe.
Daraus lasst sich schlieBen, dass die Anzahl der auftretenden ventrikuldren Extrasystolen,
Bigemini, Couplets, Triplets und Salven nicht nur auf die Erholungszeit zwischen den
Operationen zurlckzufuhren sind. Einen weiteren Einflussfaktor auf die Intervention stellt das
repetitiv okkludierenden Protokoll dar. Hierdurch hat ein Adaptationsvorgang der Tiere an die
Ischamie stattgefunden, welche im Rahmen eines Koronarverschlusses im distalen Gebiet
entstent. In verschiedenen Bichern der Inneren Medizin wird durch die Autoren
beschrieben, dass die Koronardurchblutung bei einzelnen Extrasystolen um 5-12% bis

zu 25% bei gehduften Extrasystolen reduziert sein kann [94,95]. Dieser Vorgang stellt
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einen Teufelskreislauf dar, denn eine verringerte Koronardurchblutung fihrt zu einer Ischamie
im distalen Gebiet was wiederum zu weiteren Herzrhythmusstérungen fuhrt. Dieser Kreislauf
entstent durch Verschiebungen der Elektrolyte Natrium und Kalium an den Zellmembranen.
Wihrend eines Myokardinfarktes kommt es hdufig zu einer Hypokalidamie, welche wie

Katecholamine Herzrhythmusstérungen auslésen kénnen [96].

Die Analyse der Herzrhythmusstérungen fand visuell statt um sicher zu gehen, dass es sich

ausschlieBlich um ventrikulare Herzrhythmusstérungen handelt.

In der Literatur werden auftretende Herzrhythmusstorungen in Phase 1a (3 bis 8 Minute ) und
1b (15 — 20 min) unterschieden. Dazwischen liegt das sogenannte arrhythmiefreie Intervall der
1 Phase [97]. Der Unterschied beider Phasen besteht im Auslésemechanismus von
Kammerflimmern, welcher in Phase 1la durch Salven und Tachykardien und in Phase 1b durch
Herzrhythmusstérungen Stadium V nach der LOWN-KlIassifikation (R-auf T-Ph&nomen)
gekennzeichnet ist [97]. Wie auch in dieser Versuchsreihe beobachtet, besteht die veranderte
ventrikuldre Vulnerabilitit wahrend der ersten 20 bis 30 min der Ischdmie. Nach 30 min traten in
dieser Studie bei den Tieren keine weiteren Herzrhythmusstérungen auf, was sich mit den Daten
der Literatur deckt. Salven und Tachykardien treten in der Kardiologie haufig auf, wéhrend das
R-auf T-Phdnomen selten ist [98]. Demnach haben die ROP-Tiere beziglich der Entwicklung
eines Kammerflimmerns einen Vorteil, da bei ihnen keine oder kaum HRST in der Phase la

auftraten.

5.11. Das Infarktareal

Dass das Infarktareals durch ischamische Prakonditionierung signifikant reduziert werden kann,
wurde bereits in zahlreichen Arbeiten beschrieben [42]. Zur Bestimmung des finalen Endpunkt
Infarkt sowie des Areals of Risk werden dabei immer dhnliche Techniken angewendet, die im
Fall dieses Versuches zur Bestimmung des Infarktareals im Rahmen der Arteriogenese
angewendet werden konnten. Wahrend des Verschlusses wurde das Gefa mit Detergenzien wie
Evans Blue oder Tetrazolium [99] durchspilt bzw. mit Mikrosphdren zur Diagnostik mittels
UV-Licht [100] angereichert, um eine Anfarbung der Area of Risk (AAR) zu erreichen. Die
Area of Risk beschreibt das Areal, welches von einem verschlossenen Herzkrankgefald versorgt
wird, jedoch im Vergleich zum nekrotischen Gewebe noch vitale Zellen besitzt. Diese
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erstgenannte Methode wurde im Rahmen dieses Versuches angewandt, jedoch fand in diesem
Versuch beim Einlegen in TTC eine Entfarbung der Herzens statt. Daher konnte eine
Berechnung der Area of Risk, welches das ganze Ausmal} der Okklusion gezeigt hatte, nicht
durchgefuhrt werden. Wie bei den Versuchen im Rahmen der ischdmischen Prékonditionierung
erfolgte eine deutliche Reduzierung der InfarktgroRe bei den Tieren, die eine Intervention
erhalten haben, welche jedoch im Gruppenvergleich nicht signifikant waren. Die Werte lagen
hierbei durchschnittlich um die 12,15% bei den Kontrolltieren und 7,55% bei den Tieren mit
Intervention. Somit konnte durch das repetitiv okkludierende Protokoll, mit welchen die
Schubspannung zur Anregung der Arteriogenese erzeugt wurde, eine Infarktreduktion von rund
38% erzielt werden. In der Literatur wurden in Abhéngigkeit von der Berechnung der Area of
Risk Resultate von 50-70% Infarktreduktion beschrieben [101]. Die Ursache dafiir, dass die
Infarktraten trotz deutlicher Reduktion kein signifikantes Ergebnis aufweisen, kdnnte in der
methodischen Errechnung des Infarktvolumens oder an einer zu kleinen Versuchsgruppe liegen.
Die zweitgenannte Vermutung l&sst sich in der Hinsicht erharten, dass in der durchgefuhrten
two-way ANOVA ein signifikanter Unterschied zugunsten des Operationsstatus erkennen I4sst
(pOP-Status=0.24). In einem anderen Versuch lag die Infarktrate nach Verschluss des RIVA bei
20-40% [60]. Dies konnte auf einen protektiven Effekt des Narkotikums Isofluran [102], welches
im Rahmen der Operationen verwendet wurde, zurlickzufuhren sein. Die Ermittlung des
Infarktvolumens in Abhangigkeit von der Area of Risk hat den Vorteil, dass das Infarktvolumen
ermittelt werden kann, welches bei einer langeren Ischamiezeit im Versorgungsgebiet der
verschlossenen Koronararterie entstanden ware. Zur Ermittlung des Infarktvolumens nach einer

vorgegebenen Zeit scheinen beide Methoden ein vergleichbares Ergebnis zu liefern.

Dennoch stellt sich die Frage, ob dieses Ergebnis tatsachlich auf die Arteriogenese, die durch
dieses Modell angeregt werden sollte, zuriickzuftihren ist. Im Jahre 1986 stellten Murry uns
Reimer ein anderes Verfahren zur Myokardprotektion vor — die ischamische Prakonditionierung
[103]. Durch verschiedene Trigger [42] werden ATP-abhdngige Kaliumkanéle, die am Ende
einer Kaskade sitzen, gedffnet und sorgen durch ein verkirztes Aktionspotential dafur, dass
mehr Calcium in der Zelle bleibt. Dieses wirkt kardioprotektiv. Es konnte an verschiedenen
Spezies gezeigt werden, dass das nekrotische Areal bei einer langer anhaltenden Ischédmie
geringer ausfiel (50-70% Reduktion), wenn kurzzeitige Episoden (4 Zyklen a 5 Minuten)
vorausgegangen waren [42].
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5.12.  Préakonditionierung

Insgesamt konnten eine Verringerung der InfarktgréRe sowie einige Veranderungen im
Elektrokardiogramm nachgewiesen werden, die auf das Kollateralwachstum durch Arteriogenese
zurlickzufuhren sind. Auf der anderen Seite gibt es Untersuchungen, dass durch die ischdmische
Prékonditionierung ebenfalls Infarktreduktionen von 50-70% erreicht wurden [82]. Dabei ist ein
grolRer Unterschied zwischen den Verfahren nennenswert. Im Rahmen der ischdmischen
Préakonditionierung wird zwar ein positiver Effekt erzielt nur ist dieser leider nur von kurzer
Dauer [42,103], sodass dieser Ansatz in der Tertiarpravention nach Eintritt des Akutereignisses
zum Einsatz kommt. Zudem sind l&angere Ischdmiezeiten vor dem Eintritt des Akutereignisses
notwendig [49]. Die Arteriogenese dient der bleibenden VergroRerung des Diameters bereits
vorhandener Gefale und zielt auf den Einsatz in der Sekundarpréavention ab, d.h. wenn zum
Beispiel schon Cholesterinablagerungen vorhanden sind, das Akutereignis jedoch noch nicht
eingetreten ist. Des Weiteren wurde der Versuch mit dem Narkotikum Isofluran durchgefuhrt,
fur welches ebenfalls eine Prakonditionierung und damit Infarktreduktion bekannt ist [104].
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6. Abkirzungen

AAR

Abb.
AV-Knoten
bzw.

EKG

HRV
HRST
LAD
LOWN

min

ms

OP
QRS-Komplex
QT

QTc

ROP
PQ-Zeit
PR-Intervall
RR

SDNN

sec

SEM
SHAM

ST-Strecke

Area of Risk

Abbildung

Atrioventrikularknoten

beziehungsweise

Elektrokardiogramm

Herzratenvariabilitat (= heart rate variability)
Herzrhythmusstérungen

Synonym RIVA (= Ramus interventricularis anterior)
Klassifikation flr Herzrhythmusstérungen

Minute

Millisekunden

Operation

Abschnitt der Kammererregung im EKG

Zeitintervall im EKG von der Q-Zacke bis zur T-Welle
QT-Intervall, frequenzkorrigiert nach Bazett bzw. Fridericia
Repetitives okkludierendes Protokoll

Zeitintervall in EKG (P-Welle bis Q-Zacke)

synonym PQ-Zeit, wenn keine Q-Zacke vorhanden
RR-Intervall

Standardabweichung (standard deviation) aller RR-Werte
Sekunden

Standard Error of Mean

Kontrollgruppe

Abschnitt im EKG fir die Erregungsriickbildung
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ST-Elevation
ST-Senkung
TTC

VES/h

Hebung der ST-Strecke Uber der isoelektrischen Linie
Senkung der ST-Strecke unter die isoelektrischen Linie
Triphenyltetrazoliumchlorid

ventrikuldaren Extrasystolen pro Stunde
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