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M-Mode:

PA:
PSR-Farbung:
r:

rOSTd:

Apikale Ebene des linken Ventrikels
brightness mode

enddiastolische Flache des Ventrikels
endsystolische Flache des Ventrikels

eye surface temperature / ocular surface temperature
Fractional Shortening; fraktionelle Verkirzung
Myokardinfarkt

motion mode

Hohe des mittleren Papillarmuskels
Pikro-Siriusrot-Farbung
Korrelationskoeffizient
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Einleitung

1.1 Epidemiologie

Herzkreislauferkrankungen stellen weltweit mit einem Anteil von rund 40% die
haufigste Todesursache dar'’. In der vergangenen Dekade konnte eine
Reduktion der Sterblichkeitsrate beobachtet werden'®®°. Dieser Rickgang
resultiert zum einen aus einer Verbesserung der Therapie. Einen groReren
Einfluss hat aber die zunehmende Pravention'®’. Zu den klassischen
Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen zahlen neben dem Alter und
Geschlecht eine geringe korperliche Aktivitat, eine Hypercholesterinamie,
Nikotinkonsum, ein grof3er Taillenumfang, ein Diabetes mellitus und die
Hypertension'3:5¢,

Der akute Myokardinfarkt belegt nach den chronisch ischamischen
Herzerkrankungen Platz zwei der Todesursachen in Deutschland?. Die jahrliche
Inzidenz (Infarkte/100000) liegt im Jahr 2014 bei 300, wobei sich ein deutlicher
Anstieg mit zunehmendem Alter verzeichnen |asst>¢'°. Manner sind haufiger
betroffen als Frauen®%6, Diese hohe Pravalenz macht chronische
Herzerkrankungen zu einem gesellschaftlich relevanten Gesundheitsproblem™.
Betrachtlich sind auch die finanziellen Kosten von durchschnittlich 2.462,33 € pro

stationdrem Aufenthalt eines Myokardinfarktpatienten’-%8,

1.2 Pathologie des Herzinfarkts

Das Herz halt als muskulares Hohlorgan durch abwechselnde Kontraktionen
(Systole) und Dilatationen (Diastole) seiner Ventrikel den Blutkreislauf im

Organismus aufrecht®'2. Um seiner Aufgabe nachkommen zu kénnen, muss der



Herzmuskel selbst mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt werden®. Die Zufuhr
erfolgt wahrend der Diastole per Diffusion aus der rechten bzw. linken
Koronararterie®'0. Diese Arterien sind funktionell betrachtet sogenannte
Endarterien und bilden untereinander zahlreiche KollateralgefaRe®'?. Nach dem
Verschluss einer Arterie stirbt das von ihr versorgte Herzmuskelgewebe (Infarkt)
ab. Aufgrund der Kollateralkreislaufe konnen die Infarkte in ihrem Ausmal}
eingeschrankt bzw. verzogert werden®'?. Laut Statistik ist die vordere
absteigende Koronararterie am haufigsten von einem Myokardinfarkt betroffen'.
Die Entstehung eines Myokardinfarkts beginnt mit der Verkalkung der Gefalie
(Arteriosklerose)®1%'4, Diese Angiopathie, die in 90% der Falle die groRen
(Makroangiopathie) und nur in 10% der Falle die kleineren Herzkranzgefalle
(Mikroangiopathie) betrifft'?, ist eine chronisch progrediente Erkrankung und fiihrt
durch die zunehmende Verengung der Gefalke zu einer Koronarinsuffizienz®1°.
Risikofaktoren fur diesen Prozess sind neben dem Nikotinkonsum auch
metabolische Erkrankungen wie Bluthochdruck, Hypercholesterinamie und
Diabetes mellitus'. Die Folge einer Koronarstenose ist eine Mangeldurchblutung
des distal der Stenose liegenden Myokardgewebes®'®. Zu den klinischen
Auspragungsformen der aus dieser Pathologie resultierenden koronaren
Herzerkrankungen®®19gehéren das Akute Koronarsyndrom, das wiederum die
instabile Angina Pectoris und den akuten Myokardinfarkt umfasst. Das Akute
Koronarsyndrom macht 50% der Erstmanifestationen einer koronaren
Herzerkrankung aus®4:1°,

Wenn die Arteriosklerose durch therapeutische oder praventive Mallnahmen
nicht aufgehalten werden kann, kommt es zur Plaquebildung. Der zunachst
stabile Plaque verliert zunehmend durch verschiedene Umbauprozesse seine
Stabilitat und kann in der Folge rupturieren®19.1516  Plaquerupturen mit
anschliel3ender Thrombusbildung sind in 60—70% der Falle fur den Myokardinfarkt
verantwortlich®19-1516_|n etwa 35% der Falle — bevorzugt bei Frauen — sind
Plaqueerosionen die Ursache fiir den GefaRverschluss'®'6. Ein seltener (3-5%)
Ausloser ist eine Protrusion der verkalkten Plaqueanteile. Der akute Herzinfarkt
(Myokardinfarkt) kann durch verschiedene Faktoren, wie plotzliche

Kraftanstrengungen oder hohe stressbedingte Blutdruckschwankungen,



getriggert werden™. Zwischen 6-12 Uhr ereignen sich rund 40% der
Myokardinfarkte, da in dieser Zeit zirkadian bedingt die Gerinnungsaktivitat
erhoht ist6:10,

Nach einem akuten Gefalverschluss kommt es im Versorgungsgebiet der
betroffenen Koronararterie bereits nach 20-30 Minuten zu einer irreversiblen
Schéadigung der Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten)*'417, Die untergegangenen
Zellen setzen in der Inflammationsphase Zytokine und Chemokine frei, die
neutrophile Granulozyten und Monozyten / Makrophagen in das Infarktgewebe
locken®11:17.18  Dje eingewanderten Zellen beginnen damit, die abgestorbenen
Zellen zu eliminieren*®'®  Nach zwei bis drei Tagen schlielt sich die
Proliferationsphase an®'’. Diese Phase ist durch GefaRneubildung und die
Proliferation von Myofibroblasten gekennzeichnet. Die Myofibroblasten
produzieren Bestandteile fur die extrazellulare Matrix (z.B. Proteine, Kollagen)
und sind damit fir die Narbenbildung verantwortlich®'”. Mit dem Untergang der
Fibroblasten, dem Ruckgang der gebildeten Gefalle und dem Abschluss der
Narbenbildung im Infarktareal (Reifungsphase) ist das “fruhe Remodeling”
abgeschlossen®''8, Das anschlieRende “spate Remodeling” betrifft den
gesamten Ventrikel®'®19.  Hierbei kommt es durch die veranderten
hamodynamischen Verhaltnisse zu einer Hypertrophie und Dilatation des nicht von

der Infarktnarbe betroffenen Ventrikelmyokards®14.18.20,

1.3 Korpertemperatur

Die Korpertemperatur spielt in der Medizin seit jeher eine entscheidende Rolle?'.
Bereits 1840 wurde der genaue Zusammenhang zwischen der quantitativen
Korpertemperatur und dem Auftreten verschiedener Erkrankungen diskutiert?2.
Auch aktuell besitzt die Messung der Korpertemperatur als prognostischer
Parameter im klinischen Alltag einen hohen Stellenwert?>23, Im gesunden
Zustand betragt die Korperkerntemperatur 36-38 °C23. Dieser Wert schwankt
jedoch in Abhangigkeit von der Messmethode???4. In Studien wurde die
Genauigkeit verschiedener etablierter Temperaturmessmethoden (z.B. axillar,
tympanal, rektal) analysiert?*?”. Auch speziellere Methoden, wie die Messung

Uber den Osophagus, wurden untersucht?®28. Die lokalen Unterschiede der



Korpertemperatur  entstehen durch den lokalen Metabolismus, die
unterschiedliche Blutverteilung und die Warmeabgabe uber die Haut. Bis heute
fehlt eine allgemein anerkannte Standardmethode zur Bestimmung der
Korperkerntemperatur??24:29,

Auch far den akuten Myokardinfarkt stellt die Korpertemperatur einen
prognostischen Marker dar®-32. Viele Studien fanden bei Patienten mit einem
akuten Infarktereignis einen leichten Temperaturanstieg®3'.3334  Zudem korreliert
die Korpertemperatur mit der InfarktgroRe bzw. dem linksventrikularen

Remodeling'3:30-32,

1.4 Aktueller Stand der Wissenschaft

Aufgrund ihrer schnellen Zuganglichkeit und Zuverlassigkeit wird die
Korpertemperatur auch in Tierexperimenten als Methode zur Bestimmung der
Vitalitat der Tiere genutzt?#3%, Saugetiere wie der Mensch oder die Maus sind
homoiotherme  Organismen, die ihrer Korperkerntemperatur  durch
anspruchsvolle Regulationsmechanismen meist bei 36-39 °C konstant
halten2'2238_ Eine der Standardmethoden zur Bestimmung der Kérpertemperatur
in Tierexperimenten ist die rektale Messung. Diese Methode zeichnet sich jedoch
besonders bei kleinen Tieren durch erhohte Perforations- und damit
Infektionsraten aus. Zudem ist die Messung fur die Tiere mit Stress
verbunden?*?’. Eine alternative Messmethode sind in die Peritonealhohle der
Versuchstiere implantierte Telemetriegerate?*?’. Diese Methode ist zwar genau
und im Vergleich zur rektalen Messung mit weniger Arbeitsaufwand verbunden,
geht jedoch auch mit einer erhohten Stressbelastung fur die Versuchstiere
einher?*2”, Weiter wurden Infektionen und andere mit einer Operation
verbundenen  Komplikationen  beschrieben?*?’.  Dagegen stellt  die
Warmebildtechnologie eine fur die Tiere stressarme, da beruhrungsfreie Methode
dar?*27. Durch die Stressreduktion folgt die Warmbildtechnologie dem Konzept
der 3 R’s nach Russel und Burch (replacement, refinement, reduction)*. Dieses
Prinzip ist auch deshalb von Bedeutung, weil sich die wissenschaftliche Qualitat
und die Zuverlassigkeit der Daten bei optimalen Bedingungen fur die

Versuchstiere verbessern37-40,



Das Interesse an der nicht-invasiven und exakten Temperaturmessung mittels
Warmebildtechnologie hat in den vergangenen Jahren erheblich
zugenommen?'41-43_ Durch den Fortschritt der Technik ist es derzeit moglich,
genaue Temperarturwerte mit einer hohen zeitlichen und raumlichen Auflésung
zu erheben?'42, Daher wird diese Methode heute in vielen Bereichen der Medizin
angewendet. Dazu zahlen die Diagnostik bei der reaktiven Arthritis, beim
Fibromyalgiesyndrom sowie von Fieber oder Schmerzen?'2341,

In einigen Studien wurden Infrarotthermometer zur Bestimmung der
Korpertemperatur verwendet, z.B. (ber das Xiphoid bei Mausen?*#4. Die
gemessenen Werte Korrelieten zwar gut mit den rektal gemessenen
Temperaturen, lagen aber unphysiologisch niedrig. Eine mogliche Erklarung ist
eine Warmeisolation durch das Fell im Bereich des Messortes?*. Nachteilig ist
auch die punktuelle Messung, die keine Aussagen Uber die benachbarten
Regionen erlaubt?'4'. Dies ist deshalb problematisch, da der exakte Ort der
Messung Uber die Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Messwerte entscheidet?'.
Bei der Suche nach einer geeigneten Korperstelle zur Ermittlung der
Korperkerntemperatur zeigten Ohren und Schwanze der Maus hochvariable
Oberflachentemperaturen. Mogliche  Ursachen  sind  stressbedingte
Vasokonstriktion, die zu einer Erniedrigung der Koérpertemperatur fiihren?#2°,
Jedes Organ besitzt einen anderen Metabolismus und produziert somit in
unterschiedlichem Ausmal Warme?®. Zur Messung der Korperkerntemperatur
scheint das Herz daher besonders geeignet, da sich dort das Blut aus allen
Korperregionen vermischt??2°. Bei der rektalen Standardmessung geht man
davon aus, dass die Werte aufgrund der Nahe zur Korpermitte nur wenig von den
Werten der Korperkerntemperatur abweichen®®. Nachteilig ist jedoch, dass sich
die rektale Temperatur bei Veranderungen der Umgebungstemperatur nur
langsam an die Korperkerntemperatur anpasst?22°3°, Eine schnellere Adaption
konnte beispielsweise an der tympanischen Membran des Ohrs gezeigt
werden®. Bei der Suche nach einem geeigneten Messpunkt fir die
Warmebildkamera bilden die Augen eine gute Alternative*248. Die Augen stehen
in enger Verbindung mit dem Herzen und dem Gehirn, das aufgrund seines hohen

Stoffwechselumsatzes selber Warme produziert?22947,



1.5 Ziel der Dissertation

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Temperaturmessung mittels
Warmebildkamera an der Augenoberflache (EST, eye surface temperature oder
OST, ocular surface temperature) als Methode zur Erfassung der
Korpertemperatur bei Mausen zu validieren. Dazu wurde diese Messmethode in
einem Myokardinfarkt-Modell (MI-Modell) der Maus eingesetzt. Die erhobenen
OST-Werte wurden mit klinisch relevanten Parametern korreliert. Hierfur wurde
die OST mit nicht-invasiven, etablierten Methoden, wie der Echokardiographie
oder der rektalen Temperaturbestimmung, verglichen. Zentrale Fragestellung
war, ob mithilfe der OST fruhzeitige Aussagen zum Outcome der Versuchstiere
in dem MI-Modell gemacht werden kdnnen. Des Weiteren sollte Uberpruft werden,
ob Korpertemperatur-Grenzwerte als Abbruchskriterium fur Tierexperimente
geeignet sind, um den Tieren Leid zu ersparen bzw. Tierversuche besser planen

zu kdénnen.



Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

In dem fur diese Studie verwendeten MI-Modell kdnnen myokardiale
Veranderungen im Anschluss an ein Infarktereignis im Langzeitverlauf untersucht
werden. Von insgesamt 36 Mausen wurde bei 24 Tieren intraoperativ ein
permanenter Myokardinfarkt (MI-Tiere) induziert. Die ubrigen 12 Tiere wurden
einer Operation ohne Induktion eines Myokardinfarktes unterzogen
(Kontrollgruppe / Sham-Tiere). Die Operationen wurden an drei aufeinander
folgenden Tagen von einer Mitarbeiterin des Zentrums fur Experimentelle
Molekulare Medizin (ZEMM) durchgeflhrt, sodass pro Tag 12 Tiere operiert
wurden.

Die  Korpertemperatur der Versuchstiere wurde mehrfach  mittels
Warmebildkamera  erfasst. Die erste  Temperaturmessung erfolgte
praoperativ (0 h). Weitere Messungen wurden eine Stunde nach der Operation
und anschlief3end im stundlichen Intervall durchgefuhrt (1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h,
6 h). Insgesamt wurden sechs postoperative Temperaturwerte pro Maus erhoben.
Um die Warmebildaufnahmen zweifelsfrei einem Tier zuordnen zu koénnen,
wurden zwischen den Aufnahmen (n = 3-5) eines Versuchstieres die jeweilige
Identifikationsnummer der Mause mit der Warmebildkamera aufgenommen.
Dazu wurde die fur die Temperaturmessungen verwendete Makrolinse
abgenommen.

Im weiteren Versuchsablauf wurden die Mause am 21. und am 56.
postoperativen Tag einer Echokardiographie unterzogen. Im Anschluss an die
zweite Echokardiographie-Aufnahme wurden die Mause an Tag 56 gewogen.

Nach Totung der Tiere erfolgte die Organentnahme.



2.2 Versuchstiere

Die Studie wurde mit 36 mannlichen, acht Wochen alten C57BL/6J Mausen
(Harlan-Winkelmann Laboratories, RoRRdorf) durchgefuhrt. Es wurden jeweils
sechs Versuchstiere in einem Kafig gehalten, wobei die Tiere stets freien Zugang
zu Futter und Trinkwasser hatten. Das Korpergewicht der Tiere lag zu
Versuchsbeginn bei 20-26 g.

Alle Eingriffe an den Tieren, die im Zusammenhang mit der Infarktinduktion
standen, wurden von der Regierung Unterfranken genehmigt (Aktenzeichen der
Tierversuchsgenehmigung: 55.2-2531.01-69/12). Alle Versuche wurden nach
den Richtlinien “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” des U.S.

National Institutes of Health durchgeflhrt.

2.3 Operationsverfahren

Intraoperativ wurde bei zwei Drittel der Tiere ein permanenter Myokardinfarkt
induziert (MI-Tiere, n = 24). Fur diese Operation wurden die Mause intubiert und
kontrolliert in Isofluran-Narkose (ca. 1,5 Vol%) beatmet. Eine Analgesie wurde
mittels Buprenovet (0,1 mg kg') durchgeflhrt. Im Anschluss wurden die
Extremitaten auf einer beheizbaren Operationsplatte mithilfe von Klebestreifen
fixiert und der Thorax nach der Rasur des Fells linksseitig erdffnet. Nach
Eréffnung des Perikards wurde die linke absteigende Koronararterie aufgesucht
und durch eine Ligatur permanent verschlossen. Wichtig fur die weitere
Untersuchung des Herzens war, dass der Thorax der Mause nicht durch
Klammern verschlossen wurde, da ansonsten eine Untersuchung mittels
Echokardiographie nicht mehr durchfuhrbar gewesen ware. Aus diesem Grund
wurde der Thorax mit 6-0 Prolenfaden und die Haut mit 4-0 Polyesterfaden
verschlossen. Nach Beendigung der Operation wurde die Zufuhr von Isofluran
eingestellt. Die Tiere wurden bis zum Erreichen der Spontanatmung mit reinem
Sauerstoff beatmet. Bei den restlichen Tieren wurde eine Thorakotomie ohne
Ligatur der linken Koronararterie durchgefuhrt (Sham-Tiere, n = 12). Die
Operationen wurden von einer Mitarbeiterin des Zentrums fur Experimentelle
Molekulare Medizin (ZEMM) durchgefuhrt.



2.4 Dorsale Fixierung

Fiar die Warmebildaufnahmen wurden die Mause mittels der in der Tierhaltung
Ublichen Methode von einem Mitarbeiter von dorsal fixiert®®. So konnten die
Augen der Maus von der Promovendin mit der Kamera fokussiert und
3-5 Warmebilder je Versuchstier und Messeinheit aufgenommen werden (Dauer
der Aufnahmen: 15-20 Sekunden, siehe Abbildung 1).

Abbildung 1: Dorsale Fixierung einer Maus wiahrend der Warmebildaufnahme

Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A;
Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up
thermography of the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416"*° entnommen.

2.5 Warmebildkamera

Fir alle Temperaturmessungen wurde eine tragbare Infrarotkamera verwendet.
Das gewahlte Modell FLIR E8 (FLIR Systems, Inc.; 320 x 240 pixel (9 Hz refresh-
rate)) besitzt einen eingebauten Bildschirm fur eine sofortige Fokuskontrolle. Ein
automatischer Fokus erlaubt einen Abstandsbereich zum Objekt von 0,5 m bis
ins Unendliche. Bei einem Abstand zum Objekt von weniger als 0,5 m kdnnen

keine verlasslichen Temperaturwerte mehr erhoben werden.



Eine Warmebildkamera erzeugt aus unsichtbaren Wellen des Infrarotbereichs,
die von jedem Objekt mit einer Temperatur oberhalb des absoluten Nullpunktes
emittiert werden, ein fiir den Menschen sichtbares Bild (siehe Abbildung 2)*1:43,
Da die Warmebildkamera in der Lage ist, sehr schnell kleine
Temperaturwertveranderungen zu erfassen, eignet sie sich besonders gut fur

Forschungen*'.

Gamma-
strahlen

Roéntgen-
strahlen

Ultra- ‘ Sichtbar | Infrarot Mikrowellen

violett | # Funk

Sichtbar ‘ Infrarot

Abbildung 2: Elektromagnetisches Spektrum

Das Infrarotspektrum liegt zwischen dem fiir das menschliche Auge sichtbaren Bereich und den
Mikrowellen*!. Eigene Abbildung — in Anlehnung an FLIR Systems (Warmebild-, Nachtsicht- und
Infrarotkamerasysteme).

Die Infrarotenergie eines Objekts (A) wird von der Optik (B) der Kamera auf einen
Infrarotdetektor (C) gerichtet und an eine Sensorelektronik (D) weitergeleitet.
Dieser Sensor verarbeitet die eintreffenden Daten zu einem Thermogramm, das
auf dem Bildschirm (E) der Kamera betrachtet werden kann (siehe Abbildung 3).
Diese farbliche Darstellung erleichtert die Interpretation der Temperaturwerte
wesentlich*'43. Ein weiterer Vorteil sind verschiedene Farbpaletten, die auf dem
Bildschirm individuell ausgewahlt werden konnen. Hierbei wird jedem
gemessenen Temperaturwert eine definierte Farbe zugeordnet. Die Farbpalette
‘rainbow” wird in medizinischen Bereichen bevorzugt, da hier der abgebildete
Temperaturbereich auf circa 10 °C limitiert ist. Daher kdnnen innerhalb des engen
Korpertemperaturbereichs homoiothermer Lebewesen geringe

Temperaturunterschiede differenziert werden?'-22,
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Bildentstehung bei einer
Wirmebildkamera®!

A = Objekt; B = Optik; C = Infrarotdetektor; D: Sensorelektronik; E: Bildschirm. Eigene Abbildung
- in Anlehnung an FLIR-Systems (Warmebild-, Nachtsicht- und Infrarotkamerasysteme).

Die Warmestrahlung unterliegt atmospharischen Einflussen und verliert daher
auf dem Weg von Objekt zu Objektiv an Sensitivitat. Hierbei reduziert sich die
absolute thermische Sensitivitat proportional zum Abstand des emittierenden
Objekts*®. Um diesen Sensitivitats- bzw. Temperaturverlust zu umgehen, wurde
fur diese Studie eine bikonvexe Makrolinse verwendet. Hierfur wurde mit einem
3D-Drucker des Rechenzentrums der Universitat Warzburg ein Linsenhalter aus
schwarzem ABS Polymer angefertigt (Vorlage von  Thingiverse:
http://www.thingiverse.com/thing:187166). Der Linsenhalter wurde mit einer
bikonvexen Zinkselenid-Linse (100% ZnSe, Durchmesser: 20 mm, Brennweite:
56 mm, EPSYS invent, Nurnberg / 30 €) ausgestattet und konnte reversibel auf
die Warmebildkamera aufgesetzt werden. Diese Makrolinse verfugte bei einer
Entfernung zum Objekt von 56 mm Uber eine Pixelgrof3e von 125 pm x 125 pym.
Im Vergleich zu einer Standardoptik, die bei einer Entfernung von 500 mm auf
eine Pixelgrofle von 1 mm x 1 mm kommt, konnte durch diesen Versuchsaufbau
eine achtfache VergroBerung erzielt werden. Bei der Verwendung der
Zusatzlinse wurde ein scharfes Bild bei einem Abstand zwischen Objekt und
Objektiv von 4,0-6,0 cm (56 mm) erzeugt (siehe Abbildung 4). Dadurch konnten
die atmospharischen Einflisse bei den Messungen konstant niedrig gehalten
werden und somit die physiologischen Temperaturwerte praziser abgebildet
werden*8, Der Emissionskoeffizient wurde fir alle Aufnahmen bei 0,95

eingestellt.
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Makro-Linse

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Messung mittels Thermographie

1 = Umgebung, 2 = Objekt, 3 = Atmosphére, 4 = Kamera*. Die konstant niedrige Distanz zum
Objekt von 56 mm reduziert die atmospharischen Einfliisse. Eigene Abbildung - in Anlehnung an
Gaussorgues, G. Infrared thermography (Chapman & Hall, 1994).

Ein grolRer Vorteil dieser Messmethode besteht darin, dass mit der
Warmebildkamera ganze Bereiche gleichzeitig erfasst und nicht nur punktuelle
Temperaturwerte gemessen werden konnen (siehe Abbildung 5). In
Vorversuchen (Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.;
Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.; Frantz, S., Julius-Maximilians-Universitat
Wiurzburg, Zentrum fur Experimentelle Molekulare Medizin [ZEMM]) zum
MI-Modell wurden die Augen der Maus als einer der warmsten Orte mit gut
darstellbarer Oberflachentemperatur identifiziert*°.

Mithilfe der Makrolinse war es bei geringem Messabstand mdoglich, scharfe
Aufnahmen der Augen zu machen, die im Anschluss von der Promovendin mit
dem Analyseprogramm (BFIC; Batch Flir Images Converter, Dave Spilka sowie
FLIR Systems, Inc.) schnell und zuverlassig ausgewertet werden konnten.

Zudem liel3en sich mit dieser Software die Farbpaletten variieren.
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Thermal

Abbildung 5: Thermogramm einer Maus im Kafig (ohne Makrolinse)

A: links: visuelles Bild (VIS; visual image), rechts: entsprechendes Warmebild (Thermal; thermal
image). Die Augen der Maus bilden die warmste Stelle der Kérperoberflache (Pfeile).

B: Visuelles Bild und Warmebild derselben Maus wie in A. Fir diese Aufnahmen wurde ein
Abstand von 0,5 m gewahlt. Zu erkennen ist, dass das Bild unscharfer ist und die maximal
detektierte Temperatur im Vergleich zu A circa 2 °C niedriger liegt (32,6 °C vs. 30,5 °C).
Verwendete Farbpalette: rainbow high contrast. Die Skala jeweils rechts gibt die Temperaturen in
Grad Celsius an.

Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A;

Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up
thermography of the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416"*° entnommen.

Der OST-Wert wurde fur den MI-Langzeitversuch als der maximal ermittelte
Temperaturwert innerhalb der Augenoberflache definiert. Um diesen Wert zu
bestimmen, wurden von der Promovendin jeweils die gesamten Augenflachen
mit dem Analyseprogramm markiert (siehe Abbildung 6 und 7). Hierbei mussten
die automatisch angezeigten Maximalwerte der Temperatur innerhalb des
markierten Rechtecks liegen. Andernfalls wurden die Augenflachen erneut
markiert. Die ermittelten Maximalwerte wurden im Anschluss von der
Promovendin in eine Excel-Tabelle Ubertragen. Aus allen Messwerten eines

Versuchstiers wurde der Mittelwert (n = 6-10 bei 3—5 Bildaufnahmen) berechnet.
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Focused image for temperature measurement marking of the

EEm
ocular area

Colour scheme can be changed after aquisition analysis and statistics

Abbildung 6: Arbeitsablauf zur Ermittlung der Augenoberflachentemperatur (OST)

Abgebildet sind fokussierte Makroaufnahmen des Gesichtsfeldes einer Maus in verschiedenen
Farbpaletten. Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten
Publikation “Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A,;

Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up
thermography of the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416"*° entnommen.

Abbildung 7: Warmebildaufnahme einer Maus

In dem Analyseprogramm BFIC (Batch Flir Images Converter, Dave Spilka sowie FLIR Systems,
Inc.) wurde jeweils die gesamte Augenflache markiert. Angegeben wird die Maximal- (rotes
Dreieck) / Minimaltemperatur (blaues Dreieck) und der Durchschnittswert des ausgewahlten
Bereichs. Die Hochsttemperatur wurde dabei als OST definiert. Verwendete Bilddarstellung: Lava
colour scheme. Aufnahme mit Makrolinse bei einem Abstand zum Objekt von circa 60 mm. Die
Temperaturskala wird in Grad Celsius angezeigt. Eigene Abbildung.
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Zur Validierung der OST als Messmethode wurden im Rahmen der vorliegenden
Studie innerhalb der Arbeitsgruppe verschiedene Tests durchgefuhrt (Vogel, B.;
Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A,
Hofmann, U.; Frantz, S., Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg, Zentrum fur
Experimentelle Molekulare Medizin [ZEMM]). Dabei wurde bei Mausen eine hohe
Korrelation zwischen der rektal gemessenen Korpertemperatur und der am Auge
ermittelten Temperatur gefunden (Pearson; r = 0,84; two-tailed t-test, p = 0,1206,
n = 16; rektale Temperatur vs. EST: 37,5 +0,2 °C vs. 37,2 0,2 °C)*°. Damit wurde
die OST als reproduzierbare Messmethode identifiziert (Abweichung zur rektalen

Sondenmessung von nur 1,4 + 0,1 °C, siehe Abbildung 8)*3.

39.5+
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38.5+ L
38.0+
37.54 e
37.04 .t
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3604 - .

35‘: L] L J L] L J L] LJ L
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rectal BT [°C]
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Abbildung 8: Pearson-Korrelation zwischen EST und der rektalen Kérpertemperatur der
Maus unter Standardbedingungen

r =0,8389; n = 16; two-tailed t-test: p = 0,1206.

Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.;
Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up thermography of
the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416° entnommen.

Auch wurde gezeigt, dass die mit der Makrolinse erhobenen Daten im Vergleich
zu den Messwerten ohne Linse im Messbereich von 34-50 °C keine

Veranderungen der absoluten Temperaturwerte aufweisen (siehe Abbildung 9)*.
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Abbildung 9: Validierung der Makrolinse®®

XY-Graph mit Sollwerttemperatur (X-Achse) und die mit der Warmebildkamera gemessene
Oberflachentemperatur einer digital kontrollierten Heizplatte (Y-Achse; markiert mit einem
schwarzen Polyvinylchlorid-(PVC-Tape), 34-50°C, 1°C Schritte). Pearson-Korrelation, n = 17.
Korrelation mit Makrolinse: r = 0,9991; Korrelation ohne Makrolinse = 0,9983.

Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.;
Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up thermography of
the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416"*° entnommen.

Die Kamera wurde im MI-Modell jeweils 60 Minuten vor der ersten Messung von
der Promovendin in Betrieb genommen, um den Sensor auf die
Arbeitstemperatur zu erwarmen und instabile und erniedrigte Temperaturwerte
("“Warm-up Effekt”) zu vermeiden (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Warm-up Effekt®®

Der Warm-up Effekt tritt 10-20 Minuten nach Anschalten der Kamera auf und geht einher mit
instabilen und erniedrigten Temperaturwerten. Die Wiedergabe der Abbildung wurde
freundlicherweise von Benjamin Vogel (Julius-Maximilians-Universitat, Zentrum fir
Experimentelle Molekulare Medizin [ZEMM]) genehmigt.

Zum besseren Vergleich der Werte zu den verschiedenen Messzeitpunkten und der
beiden Studiengruppen wurde der relative OST-Abfall (rOSTd) ermittelt (rOSTd =
[OST (vor OP) - OST (nach OP)] / [OST (vor OP) x 100%]). Alle Messungen
wurden unter kontrollierter Umgebungstemperatur (22 °C) im ZEMM (Zentrum far

Experimentelle Molekulare Medizin, Universitat Wurzburg) durchgefuhrt.

2.6 Echokardiographie

Als weitere nicht-invasive Untersuchungsmethode fur das MI-Modell wurde die
Echokardiographie (Vevo 1100 system; Visual Sonics) gewahlt. Die Methode
erlaubt Aussagen zur Funktion, Struktur und Anatomie des Herzens und kann
Langzeitveranderungen quantifizieren'. Die physiologisch hohe Herzfrequenz
von 310-840 pro Minute bei Mausen erforderte eine hohe zeitliche Auflésung der
Daten®0:51,

Die Echokardiographie ist ein Schnittbildverfahren, mit dem Weichteile gut
dargestellt werden kénnen®'-%3, Fiir die Darstellung der inneren Organe werden
Ultraschallwellen eingesetzt, die in einem Frequenzbereich oberhalb der
menschlichen Horgrenze liegen (>20000 Hz)5254-%6, Diese mechanischen Wellen

werden mit piezoelektrischen Kristallen im Schallkopf des Ultraschallgerates aus
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elektrischer Spannung erzeugt (Piezoelektrischer Effekt)®>%”. Diese
Umwandlung ist in beide Richtungen moglich, sodass die in Abhangigkeit von der
Dichte der Gewebe reflektierten Schallwellen wieder vom Schallkopf
aufgenommen und als Sonogramm dargestellt werden®2-%4%¢_Da die Schallwellen
an den Grenzflachen je nach Dichte des Gewebes reflektiert werden, kann die
Echogenitat des Gewebes ermittelt werden. Des Weiteren kann durch die
Laufzeitunterschiede bei bekannter Ausbreitungsgeschwindigkeit (1540 m/s) die
Tiefe der Lage der reflektierten Strukturen wiedergegeben werden5'-53.55.56_ Durch
diese beiden Parameter entsteht ein Abbild der Morphologie, das verschieden
dargestellt werden kann: Der B-Mode (brightness mode) liefert ein
zweidimensionales Graustufenbild (256 Graustufen®'), wahrend beim M-Mode
(motion mode) ein schmaler Bildausschnitt im zeitlichen Verlauf erfasst wird®'-%5.
Die Mause wurden am 21. und 56. postoperativen Tag unter Mithilfe der
Promovendin einer Echokardiographie unterzogen. Dazu wurden die Tiere
zunachst uber eine Maske mit 2% Isofluran beatmet. Nach Erreichen einer
ausreichenden Narkosetiefe wurde das Isofluran auf circa 0,2% reduziert, um bei
anhaltender flacher Narkose die Spontanatmung der Mause zu gewahrleisten.
Um eine Auskuhlung und damit einen kardiodepressiven Effekt zu verhindern,
wurden die Tiere wahrend der echokardiographischen Untersuchung dorsal auf
einem Warmepad (40 °C) mittels Klebestreifen auf Hohe der vier Extremitaten
fixiert. Es wurde ein Schallkopf mit einer Pulsfrequenz von 30 MHz verwendet.

Die Echokardiographie-Daten wurden von einer Mitarbeiterin des Zentrums fur
Experimentelle Molekulare Medizin (ZEMM) jeweils im B-Mode und M-Mode auf
Hohe des mittleren Papillarmuskels (PA) sowie auf apikaler Ebene des linken
Ventrikels (AP) erhoben und digital gespeichert. Im Anschluss wurden die Daten
mit einem Analyseprogramm (Vevo LAB 1100/2100/LAZR; High-Resolution;
Imaging System; Version 1.7.0) von der Promovendin ausgewertet. Hierbei
wurden bei den B-Mode-Aufnahmen die endokardialen Rander am Ende der
Systole und am Ende der Diastole mit Hilfe des Analysesystems eingezeichnet
und die umrandete Flache automatisch berechnet. Mithilfe der so ermittelten
endsystolischen und enddiastolischen Flache des Ventrikels (ESA und EDA)
wurde die fraktionelle Flachenanderung berechnet ([EDA-ESA] / EDA, siehe
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Abbildung 11). Aus den Daten des M-Modes wurde der endsystolische und
enddiastolische Durchmesser (LVEDD und LVESD) und die fraktionelle
Verkurzung (FS; Fractional Shortening) ermittelt ([FS (%) = (LVEDD-LVESD) /
LVEDD x 100], siehe Abbildung 12). Jeder Messwert entsprach einem Mittelwert

aus drei separaten Messungen.

530 BPM
214 RR
30,1 °C

139/300

Abbildung 11: Echokardiographische Aufnahme im B-Mode (=2D-Mode)

ENDOarea d (EDA); ENDOarea s (ESA): diastolischer beziehungsweise systolischer Umfang des
linken Ventrikels. Die Abbildung zeigt einen grofen Infarkt in der Diastole wobei die tlrkisene
Linie den diastolischen Umfang des linken Ventrikels markiert (= ENDOarea d). Eigene
Abbildung.
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319RR
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Abbildung 12: Echokardiographische Aufnahme im M-Mode (linker Ventrikel)

IVS;d, LW;d: Wanddicke in der Diastole, analog dazu IVS;s, LW;s: Wanddicke in der Systole;
LVID;d, LVID;s: Kammerdurchmesser in der Diastole beziehungsweise Systole. Die Abbildung
zeigt einen groRen Infarkt. Eigene Abbildung.

2.7 Organentnahme

Fir die Organentnahme wurden die Mause mit einer Uberdosis Isofluran getétet.
Im Anschluss wurden das Herz und die Lunge der Tiere von der Promovendin
unter Mithilfe einer Mitarbeiterin des Zentrums fur fur Experimentelle Molekulare
Medizin (ZEMM) freiprapariert. Im Anschluss wurde das Gewicht des linken
Ventrikels und das des Lungengewebes erfasst und auf das jeweilige

Korpergewicht der Versuchstiere normiert.

2.8 Pikro-Siriusrot (PSR)-Farbung

Die verwendete PSR-Farbung farbte das Kollagen rot an und konnte die im
Herzmuskelgewebe entstandenen Infarktnarben gut darstellen. Die aus dem

Herzmuskelgewebe gewonnenen Paraffinschnitte wurden Gber Nacht bei 60,5 °C
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in einem Trockenschrank getrocknet und am Folgetag unter Mithilfe einer
Mitarbeiterin des Zentrums fur fur Experimentelle Molekulare Medizin (ZEMM)

von der Promovendin entparaffiniert (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Vorschrift zur Entparaffinierung von Paraffinschnitten (Eigene Tabelle)

1. [Rotihistol a 5 min
2. |Rotihistol b 5 min
3. [Xylol 5 min
4. |Xylol/Ethanol 1:1 5 min
5. |Ethanol 96% 5 min
6. |Ethanol 75% 5 min
7. |Ethanol 50% 5 min
8. [Aqua dest 2-3x Eintauchen

Die Paraffinschnitte wurden anschliel3end fur 20 Minuten mit PSR-L6sung gefarbt

und danach entwassert (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Vorschrift zum Entwassern von Paraffinschnitten (Eigene Tabelle)

1. [Aqua dest 2-3x Eintauchen
2. |Ethanol 50% 1 min
3. |Ethanol 75% 1 min
4. [Ethanol 96% 1 min
5. |Xylol/Ethanol 1:1 5 min
6. [Xylol/Ethanol 1:1 5 min
7. |Rotihistol a 5 min
8. |Rotihistol b 5 min

Im letzten Schritt wurden die Paraffinschnitte in Entellan eingebettet. Hierfur
wurden die Schnitte aus dem Rotihistol enthommen. Die Flissigkeit wurde durch
Abtropfen entfernt. Auf den auf einem Objekttrager liegenden Gewebeschnitt
wurde ein Tropfen Entellan gegeben. Anschlieend wurde der Gewebeschnitt mit
einem Deckglas blasenfrei verschlossen. Zum Schluss wurde der Objekttrager
unter einem Abzug getrocknet.

Zur Bestimmung der InfarktgroRe wurde von einer Miarbeiterin des Zentrums fur

Experimentelle Molekulare Medizin (ZEMM) zunachst der aufere und innere
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Umfang des linken Ventrikels entlang des Endo- und Epikards planimetrisch
ausgemessen. AnschlieRend wurde endo- und epikardial die Lange der
Infarktnarbe gemessen, in Beziehung zum Gesamtumfang des linken Ventrikels
gesetzt und mithilfe der Metamorph 2.0 Software als prozentualer Anteil des

linken Ventrikels angegeben.

2.9 Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse wurde das Programm Graphpad Prism 4.0
verwendet. Hierbei wurden alle Werte als Mittelwerte mit Standardabweichungen
(MW £ SD) angegeben. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der Student’s
t-test benutzt. Mehrere Gruppen wurden mittels Varianzanalyse (one-way
ANOVA) und post-hoc Tests analysiert. Korrelationsanalysen wurden mit der
Pearson-Korrelation durchgefuhrt (Korrelationskoeffizient (r) >0,3: geringe
Korrelation; r>0,5: gute Korrelation, r>0,7 sehr gute Korrelation). Unterschiede
zwischen zwei Gruppen wurden bei einem p-Wert von <0,05 (*), <0,01 (**) bzw.
<0,001 (***) als signifikant betrachtet. Werte 20,05 als nicht signifikant (ns).

22



Ergebnisse

4.2 Mortalitat

Von den insgesamt 36 Versuchstieren des MI-Langzeitmodells verstarben
14 Tiere vor Beendigung der Versuche. Davon gehorten zwei Versuchstiere der
Sham-Gruppe (n = 12) und 12 Tiere der MI-Gruppe (n = 24) an. In der Sham-
Gruppe verstarben die Tiere an Tag 6 bzw. Tag 8 nach der Operation. Als
mogliche Todesursache kamen Operationsfolgen, Blutungen und weitere nicht
nachweisbare Ursachen in Frage. In der Gruppe der MI-Tiere wurde als
Todesursache bei elf Mausen eine Ruptur des Herzens diagnostiziert. Die Tiere
dieser Gruppe verstarben mehrheitlich zwischen dem vierten und siebten
postoperativen Tag (n = 11). Die Mortalitdt im Gesamtkollektiv betrug 39%
(14 / 36 Tieren). In der Sham-Gruppe lag die Mortalitatsrate bei 17% (2 / 12
Tieren) und in der MI-Gruppe bei 50% (12 / 24 Tieren).

4.2 Echokardiographie

Eine echokardiographische Untersuchung der Versuchstiere erfolgte durch eine
Mitarbeiterin des Zentrums fur fur Experimentelle Molekulare Medizin (ZEMM) an
Tag 21 und Tag 56 nach der Operation. Hierbei wurden die apikale Ebene sowie
die Ebene auf Hohe des mittleren Papillarmuskels erfasst. Die Aufnahmen auf
apikaler Ebene stellen das infarzierte Areal dar, wahrend die Aufnahmen auf
Hohe des mittleren Papillarmuskels die Folgen des Myokardinfarktes auf das
nicht-infarzierte Myokard abbilden. Zwischen der ersten und der zweiten
Untersuchung fanden Remodelingprozesse statt, die mit einer linksventrikularen
Dilatation und einer eingeschrankten Herzfunktion einhergehen und fur die

Herzinsuffizienz charakteristisch sind® 8.
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Die echokardiographischen Daten (Tabelle 3; oberer Teil: 21. postoperativer Tag,
unterer Teil: 56. postoperativer Tag) der MI-Gruppe beinhalten die Werte von
n=12 Tieren, die der Sham-Gruppe von n =10 Tieren. Fur den Gruppenvergleich

wurde der student’s t-test verwendet.
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Tabelle 3: Echokardiographische Analyse der linksventrikuldaren Funktion 21 und 56 Tage (d) nach der Operation*®

Abkiirzungen: AP: apikal, EDA: enddiastolische Flache [mm?], EDAW: enddiastolische anteriore Wand [cm], EDD: enddiastolischer Durchmesser [cm],
EDPW: enddiastolische posteriore Wand [cm], ESA: endsystolische Flache [mm?], ESD: endsystolischer Durchmesser [cm], FS: Fractional Shortening,
M: Mittelwert, MI: Myokardinfarkt-Gruppe, MM: M-Mode, ns: nicht signifikant, PA: papillar, SD: Standardabweichung. Fir den Vergleich der beiden Gruppen
(MI- vs. Sham) wurde der Student’s t-test verwendet. Auf die rot umrandeten Bereiche wird im Diskussionsteil naher eingegangen. (Eigene Tabelle)

21d PA ESA PA EDA AP ESA AP EDA PA EDD PA ESD PA EDVW_|PA EDPW (AP EDD AP ESD AP EDVW _|APEDPW |PA2DFS |AP2DFS |PAMM FS |AP MM FS
n 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
MI M 18,66 21,66 18,46 21,41 0,5464 0,4858 0,05194 0,06278 0,5492 0,4917 0,05056 0,0625 21,98 21,68 13,34 12,88
SD 2,923 2,513 2,903 2,574 0,03196 0,04334]  0,004577|  0,005683 0,03083 0,04474|  0,004693|  0,006681 7,283 7,066 3,824 4,252
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Sham |M 3,151 7,934 3,099 7,74 0,3597 0,2267 0,072 0,08767 0,3607 0,2313 0,07 0,08467 60,89 61,56 37,27 36,96
SD 0,423 0,3774 0,4469 0,4042 0,00726 0,01328]  0,002639| 0,001863 0,01287 0,02044|  0,003514| 0,001805 3,962 4,248 2,791 4,28
p (MI vs Sham) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,01 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
56d PA ESA PA EDA AP ESA AP EDA PA EDD PA ESD PAEDVW |PAEDPW (AP EDD AP ESD APEDVW |APEDPW |PA2DFS |AP2DFS |[PAMMFS |AP MM FS
n 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
MI M 23,62 26,74 23,16 26,92 0,57 0,5431 0,04167 0,05194 0,6058 0,7178 0,04157 0,05111 17,2 19,17 11,04 11,97
SD 3,468 3,126 3,519 3,335 0,05311 0,0439|  0,003658]  0,006685 0,03336 0,1748( 0,004723| 0,006132 5,066 4,547 2,796 3,006
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Sham |M 4,459 9,552 4,571 9,562 0,3687 0,249 0,06733 0,08233 0,3883 0,3477 0,06367 0,079 53,68 52,9 32,53 31,47
SD 0,368 0,4334 0,4972 0,4187|  0,007083| 0,008389| 0,003135] 0,001795 0,01314 0,08623|  0,002742| 0,002386 2,313 3,457 1,467 2,35
p (MI vs Sham) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,01 <0,001 <0,01 <0,001 <0,001 ns <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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4.2 Korpergewicht und Organgewichte

Die folgenden beiden Abbildungen (Abbildung 13, Abbildung 14) zeigen den
Vergleich der beiden Versuchsgruppen, wobei ein Versuchstier der MI-Gruppe,
das im Anschuss an die Operation nachweislich keinen Infarkt ausgebildet hatte
(PSR-Farbung), exkludiert wurde (MI-Tiere: n = 11, Sham-Tiere: n = 10).

Die MI-Tiere (4,429 + 0,165) zeigten im Vergleich zu den Sham-Tieren
(3,315 + 0,061) ein signifikant groReres Gewicht des linken Ventrikels (p<0,0001,
two-tailed t-test). DarUber hinaus war auch das Gewicht der Lungen bei den MI-
Tieren (8,856 + 0,660) signifikant groRer als bei den Sham-Tieren (6,296 +

0,203; p < 0,002; two-tailed t-test).
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Abbildung 13: Auf das Korpergewicht normierte Gewicht des linken Ventrikels (LV/BW)
der MI-Tiere (n = 11) und Sham-Tiere (n = 10) 56 Tage nach Operation

*** p<0,0001, zweiarmiger t-test.

Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A;
Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up
thermography of the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416"*° entnommen.
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Abbildung 14: Auf das Korpergewicht normierte Gewicht der Lunge (lung/BW) der
Mi-Tiere (n = 11) und Sham-Tiere (n = 10) 56 Tage nach Operation

** p<0,002, zweiarmiger t-test.

Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A;
Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up
thermography of the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416"*° entnommen.

4.2 Thermographie

Mittels Warmebildkamera wurde durch die Promovendin bei jedem Versuchstier vor
der Operation und im stindlichen Intervall bis 6 h nach der Operation die
OST-Messung durchgefuhrt. Die Ergebnisse beider Versuchsgruppen sind in
Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: OST-Messungen im MI-Modell

Wiederholte Messungen, Sham-Gruppe n = 8 vs. MI-Gruppe n = 16. Durch den Warm-up Effekt
verfalschte Messungen wurden nicht berticksichtigt.

Two-way ANOVA Sham-Gruppe vs. MI-Gruppe; die p-Werte gelten fiir den Vergleich der beiden
Gruppen zu einem Zeitpunkt (p-Wert <0,05 (*), <0,01 (**) bzw. <0,001 (***)).

Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A;
Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up
thermography of the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416"*° entnommen.

In der Gruppe der MI-Tiere wurden acht Versuchstiere aufgrund der durch den
beschriebenen Warm-up Effekt verfalschten Werte nicht berucksichtigt (n = 16).
Bei der Kontrollgruppe mussten vier Versuchstiere aufgrund des Warm-up Effekts
exkludiert werden (n = 8). Da sich die OST-Werte der im Verlauf des
Langzeitversuchs verstorbenen MI-Tiere nicht signifikant von den OST-Werten
der uberlebenden MI-Tiere unterschieden, wurden die Messdaten der
verstorbenen Versuchstiere inkludiert (siehe Anhang 1). Die praoperativ
gemessenen OST-Werte beider Versuchsgruppen zeigten keinen signifikanten
Unterschied (Sham-Gruppe (0 h): 37,8 + 0,1 °C vs. MI-Gruppe (0 h): 37,5 +
0,1 °C). Die Tiere der MI-Gruppe wiesen eine Stunde nach Durchfihrung der
Operation bereits signifikant niedrigere OST-Werte auf (Sham-Gruppe (1 h):
37,4 + 0,6 °C vs. MI-Gruppe (1 h): 33,0 £ 0,5 °C; p <0,001). Auch zu den anderen
Messzeitpunkten waren die OST-Werte in der MI-Gruppe signifikant erniedrigt. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei den Sham-Tieren kein Abfall der

Temperaturwerte. Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen waren mit
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einem p < 0,001 bis zur funften postoperativen Stunde hochsignifikant (jeweils
Sham-Gruppe vs. MI-Gruppe (2 h): 38,2 + 0,2 °C vs. 32,9 + 0,6 °C, (3 h): 38,6
+0,2°Cvs.33,3+0,5°C, (4 h):38,1+0,8°Cvs.33,8+0,6°C, (5h):38,3 =+
0,2 °C vs. 34,1 + 0,6 °C). Die Werte 6 h nach der Operation unterschieden sich
mit einem p < 0,05 ebenfalls signifikant.

In der folgenden Abbildung 16 werden die postoperativen OST-Werte beider

Versuchsgruppen jeweils mit dem praoperativ erhobenen OST-Basalwert

verglichen.
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Abbildung 16: Verlauf der OST-Werte im Langzeitverlauf — MI-Gruppe (links) vs. Sham-
Gruppe (rechts)

Durch den Warm-up Effekt verfalschte Messungen wurden nicht bertcksichtigt.

MI-Gruppe — 0 h (préoperativ)/1h/2h/3h/4h/6 h:n=24;5 h: n=16;
Sham-Gruppe — 0 h (praoperativ)/2h /3 h/6 h: n=12; 1 h: n=10; 4 h: n=11; 5 h: n=8.

One-way ANOVA, Dunnett’'s post-test (postoperative Zeitpunkt vs. 0 h) p-Wert <0,05 (*),
<0,01 (**)

Die Abbildung wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A;
Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body temperature using close-up
thermography of the ocular surface, MethodsX, 3, 407-416"*° entnommen.

Aufgrund des zu einigen Messzeitpunkten aufgetretenen Warm-up Effekts
wurden teilweise Daten ausgeschlossen, was die unterschiedlich grolRe
Stichprobengrolle erklart. Das linke Streudiagramm zeigt die OST-Werte der
MiI-Tiere, die im Anschluss an die Operation signifikant (jeweils p < 0,01) abfielen
(pra-OP (0 h): 37,3 + 0,14 °C; (1 h): 33,1 + 0,44 °C, (2 h): 33,6 + 0,45 °C; (3 h):
341+ 04 °C; (4 h): 344 + 0,42 °C; (5 h): 34,1 + 0,55 °C; (6 h): 35,0 +
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0,30 °C). In der Sham-Gruppe blieben die OST-Werte im Anschluss an die Sham-
Operation dagegen weitgehend konstant (pra-OP (0 h): 37,8 + 0,13 °C; (1 h):
37,5 + 0,32 °C; (2 h): 37,9 + 0,16 °C; (3 h): 38,3 + 0,18 °C; (4 h): 38,3 +
0,29 °C; (5 h): 38,3 + 0,15 °C; (6 h): 37,0 + 0,16 °C) und zeigten keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zu dem basalen OST-Wert (Ausnahme:
(6 h) p<0,05).

Im Folgenden werden die Zusammenhange zwischen der unmittelbaren
postoperativen Abnahme der OST-Werte (1-6 h) und den mit einem
Myokardinfarkt verbundenen Langzeitveranderungen bei den Mi-Tieren
dargestellt (auf das Korpergewicht normierte Organgewicht, Echokardiographie).
Die MI-Tiere zeigten im Untersuchungsverlauf einen rOSTd von 10,8 £ 2,0%
(1h),87+2,0% (2h),6,9+1,9% (3 h),6,9+1,5% (4 h), 8,9 +1,1% (5 h) und
5,4 £ 1,1% (6 h). Der rOSTd der Sham-Tiere war dagegen mit 2,9 £ 1,5% (1 h),
-0,4 £ 0,5% (2 h), -1,1 £ 0,4% (3 h), -1,5 £0,8% (4 h), 1,6 £ 1,4% (5 h), 2,0 +
0,5% (6 h) deutlich geringer bzw. nicht vorhanden.

Bei der Analyse der Korrelation des rOSTd 4, 5 und 6 h nach der MI-Operation
mit den auf das Korpergewicht normierten Organgewichten an Tag 56 fiel ein
enger Zusammenhang zwischen den rOSTd-Werten 5 und 6 h nach der
Operation und dem auf das Korpergewicht normierten Gewicht des linken
Ventrikels (LV/BW) auf (r = 0,7428 bzw. r = 0,7429). Diese Korrelation erreichte
jeweils eine hohe statistische Signifikanz (p=0,088). Zwischen dem auf das
Korpergewicht normierte Gewicht der Lunge (Lunge/BW) und den rOSTd-Werten
zu den verschiedenen Zeitpunkten waren allenfalls niedrige Korrelationen zu

erkennen (siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4: Korrelation des relativen OST-Abfalls (rOSTd) 4, 5 und 6 h nach der Mi-
Operation mit den auf das Kérpergewicht normierten Organgewichten an Tag 564°.

Pearson-Korrelation, n = 11. Lunge/BW: Auf das Kdérpergewicht normierte Gewicht der Lunge.
LV/BW: Auf das Korpergewicht normierte Gewicht des linken Ventrikels. Die im Verlauf
verstorbenen Tiere, wurden nicht mit in die Analyse einbezogen. Das gleiche galt fir die Maus,
die laut PSR-Farbung keinen Infarkt ausgebildet hatte. Hohe Korrelationen (r>0,7) sind rot
hinterlegt. (Eigene Tabelle)

Organgewichte (56d) und rOSTd (4h)

Parameter Lunge/BW LV/BW
Anzahl der XY-Paare 11 11
Pearson r -0,2475 0,3041
P value (two-tailed) 0,4631 0,3632
R squared 0,06127 0,09248

Organgewichte (56d) und rOSTd (5h)

Parameter Lunge/BW  LV/BW
Anzahl der XY-Paare 11 11
Pearson r 0,2776 0,7428
P value (two-tailed) 0,4086 0,0088
R squared 0,07704 0,5518

Organgewichte (56d) und rOSTd (6h)

Parameter Lunge/BW LV/BW
Anzahl der XY-Paare 11 11
Pearson r 0,4817 0,7429
P value (two-tailed) 0,1336 0,0088
R squared 0,232 0,552

Zudem wurden die potentiellen Korrelationen des relativen OST-Abfalls (rOSTd)
4, 5 und 6 h und den Echokardiographie-Daten 21 und 56 Tage nach der
MI-Operation analysiert (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Korrelation der rOSTd 4, 5 und 6 h mit den Echokardiographie-Daten von Tag 21 und Tag 56 nach MI-Operation

Pearson-Korrelation, n = 12. Die im Verlauf verstorbenen Tiere, wurden nicht mit in die Analyse einbezogen. AP: apikal, EDA: enddiastolische Flache,
EDAW: enddiastolische anteriore Wand, EDD: enddiastolischer Durchmesser, EDPW: enddiastolische posteriore Wand, ESA: endsystolische Flache,
ESD: endsystolischer Durchmesser, FS: Fractional Shortening, MM: M-Mode, PA: papillar. Gelbe Markierung: r < -0,5 oder > 0,5. Orange Markierung:
r <-0,6 oder >0,6. Rote Markierung: r < -0,7 oder > 0,7. Die Tabelle wurde mit Genehmigung aller Autoren der gemeinsam erarbeiteten Publikation
“Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free measurement of body
temperature using close-up thermography of the ocular surface, MethodsX, 3, 407-4164° entnommen.

Echocardiography 21d and 4h rOSTd
Parameter
Number of XY Pairs
Pearson r
P value (two-tailed)
R squared

Echocardiography 21d and 5h rOSTd
Number of XY Pairs
Pearson r
P value (two-tailed)
R squared

Echocardiography 21d and 6h rOSTd
Number of XY Pairs
Pearson r
P value (two-tailed)
R squared

Echocardiography 56d and 4h rOSTd
Parameter
Number of XY Pairs
Pearson r
P value (two-tailed)
R squared

Echocardiography 56d and 5h rOSTd
Number of XY Pairs
Pearson r
P value (two-tailed)
R squared

Echocardiography 56d and 6h rOSTd
Number of XY Pairs
Pearson r
P value (two-tailed)
R squared

PAESA
12
0,3015
0,3409
0,09091

0,6956
0,012
0,4839

PA EDA
12
0,298
0,3468
0,08883

0,011
0,4925

AP ESA

0,3063
0,3328
0,09384

0,6859
0,0138
0,4704

AP EDA

0,2839
0,3712
0,0806

12
0,01
0,5011

12 12 12 12

0,009
0,511

PAESA
12
0,2503
0,4326
0,06267

12

0,0041

0,578

12

0,0062
0,5435

0,0089
0,5115

PA EDA
12
0,2422
0,4482
0,05865

12

0,004

0,5797

12

0,0057
0,5502

0,0074
0,5288

AP ESA
12
0,2019
0,5291
0,04078

12

0,0073

0,5297

12

0,0061
0,5447

0,0075
0,5277

AP EDA
12
0,1727
0,5916
0,02981

12

0,0064

0,5408

12

0,0066
0,5382

PA EDD
12
0,3359
0,2858
0,1128

12
0,5049
0,0941
0,2549

12
0,6809
0,0148
0,4636

PA EDD
12
0,2678
04
0,07174

12
0,5797
0,0482

0,336

12
0,5122
0,0887
0,2623

PAESD
12
0,3596
0,251
0,1293

12
0,4733
0,1202

0,224

12
0,6607
0,0193
0,4366

PAESD
12
0,2544
0,4249
0,06473

12
0,6446
0,0236
0,4155

12

0,0103
0,4985

PAEDAW

-0,366
0,2419
0,134

-0,2039
0,525
0,04157

-0,3721
0,2336
0,1385

PAEDAW
12
-0,2031
0,5267
0,04124

-0,6462
0,0232
0,4176

-0,594
0,0417
0,3528

PAEDPW  APEDD AP ESD
ib) © o)
04652 03455 03567
01275 02714 0,255
02165 01194 01272
n 1 n
03806 05178 05156
02223 00846  0,0862
01449 02682  0,2659
i0) 1 12
o577 | GHEEM os6ses
00495 00093 00136
0,332 0,508 0,4717
PAEDPW APEDD  APESD
n n n
-0,02382 03201  -0,06793
0,9414 0,3105 0,8339
00005676  0,1024  0,004614
ib) 1 12
04723 | 0681 0,4647
0,121 0,0148 0,128
02231 04638 02159
2 12 n
0205 [N o255
04052 00025 0,369
007023 06163  0,08129
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AP EDAW AP EDPW

12
-0,399%
0,1981
0,1597

12
-0,2786
0,3805
0,07763

12
-0,4785
0,1156
0,229

AP EDAW AP EDPW

12
-0,3363
0,2852
0,1131

12
-0,5835
0,0464
0,3405

12
-0,5818
0,0472
0,3385

12
-0,4913
0,1048
0,2414

12
-0,3604
0,2497
0,1299

12
-0,4974
0,0999
0,2474

12
-0,3424
0,2759
0,1173

12
-0,6132
0,034
0,376

12
-0,6002
0,0391
0,3603

PA2DFS
12
-0,491
0,1051
0,241

12
-0,5374
0,0715
0,2888

12
-0,6444
0,0237
0,4152

PA2DFS
12
-0,4872
0,1082
0,2374

12
-0,5747
0,0506
0,3303

12
-0,6748
0,0161
0,4553

AP2DFS
12
-0,5214
0,0821
0,2719

12
-0,5016
0,0966
0,2516

12
-0,6358
0,0263
0,4043

AP2DFS
12
-0,4583
0,1341
0,21

12
-0,5481
0,065
0,3004

12
-0,6867
0,0136
0,4716

PAMMFS APMMFS

12 12
-0,4814 -0,4579
0,113 0,1344
0,2318 0,2097

12 12
-0,4112 -0,484
0,1842 0,1109
0,1691 0,2343

12 12
-0,6104 -0,6224
0,035 0,0307
0,3726 0,3874

PAMMFS APMMFS

12 12
-0,261 -0,3765
0,4126 0,2278

0,06811 0,1417

12 12
-0,5592 -0,2528
0,0587 0,4279
0,3127 0,06391

12 12
-0,6064 -0,4422
0,0366 0,15
0,3677 0,1956



Die rOSTd 6 h nach der MI-Operation und die enddiastolische Flache des linken
Ventrikels auf papillarer Ebene zeigten zu beiden Zeitpunkten stark positive
Korrelationen (PA EDA: r(21 d) = 0,7152, r(56 d) = 0,7418). Stark negative
Korrelationen fanden sich bei der rOSTd 6 h nach der Operation und der
Verkurzung des Herzens (FS) wahrend des systolischen und diastolischen
Kontraktionsvorganges (PA 2D FS:r (21d) =-0,6444, r (56d) = -0,6748).

Die in Tabelle 4 und Tabelle 5 dargestellten Korrelationen werden in den
folgenden Graphiken (Abbildung 17, A-C) nochmals veranschaulicht. Zusatzlich
wird in Abbildung 17, D die negative Korrelation der am siebten postoperativen
Tag ermittelten relativen Gewichtsabnahme und der rOSTd 6 h nach

MI-Operation dargestellt.
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Abbildung 17: Pearson-Korrelation relevanter Herzinsuffizienzparameter mit der
relativen OST-Abnahme 6 h nach MI-Operation®®.

A: Positive Korrelation der enddiastolischen Flache des linken Ventrikels auf papillarer Ebene
(PA EDA) 56 Tage nach Ml und rOSTd 6 h nach MI (r = 0,7418, n = 12);

B: Negative Korrelation der Verklirzung des Herzens (Fractional Shortening, FS) wahrend des
systolischen und diastolischen Kontraktionsvorganges (PA2D) FS 56 Tage nach Ml und rOSTd
6 h nach MI (r =-0,6748, n = 12);

C: Positive Korrelation des auf das Korpergewicht bezogene Gewicht des linken Ventrikels
(LV/BW-Verhaltnis) 56 Tage nach Ml und rOSTd 6 h nach Ml (r = 0,7429, n = 11);

D: Negative Korrelation der relativen Gewichtszunahme 7 Tage nach Ml und rOSTd 6 h nach
MI (r =-0,6714, n = 12)

Die gestrichelten Linien stellen lineare Regressionen aller Werte dar.

Die mit einem Stern markierten Punkte (*) entsprechen den Werten einer Maus der MI-Gruppe,

die keinen Infarkt ausgebildet hat (PSR-Farbung) und demnach eigentlich zur Gruppe der
Sham-Tiere gezahlt werden muss.

Die Abbildung ist im Rahmen der Ausarbeitung der Publikation “Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser,
J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free
measurement of body temperature using close-up thermography of the ocular surface,
MethodsX, 3, 407-416"*° entstanden.
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Diskussion

Im Folgenden werden die experimentellen Daten der vorliegenden Arbeit kritisch
bewertet und mit den in der Literatur vorhandenen Daten verglichen. Weiter wird
eine mogliche Anwendung der OST-Messung mit der Warmebildkamera im

Rahmen von Tierversuchen beurteilt.

4.1 Mogliche Storfaktoren des MI-Modells

Ein Zusammenhang zwischen der Narkose und dem Absinken der
Korpertemperatur wurde bereits mehrfach beschrieben?4272845  Auch in
Vorversuchen zu dem MI-Langzeitversuch konnte ein von der Isofluran-Menge
abhangiger OST-Abfall nachgewiesen werden (siehe Anhang 2)*°. Um zu
vermeiden, dass diese unphysiologisch niedrigen Temperaturwerte mit in die
Ergebnisse des MI-Langzeitversuchs einflossen, wurde der Zeitpunkt der ersten
Temperaturmessung eine Stunde nach der Narkoseausleitung festgesetzt.
Zudem wurden die Versuchstiere wahrend der Operation standardmafig auf
einer Heizplatte gelagert. So konnten mogliche schadliche Folgen durch zu
starkes Absinken der Korpertemperatur wahrend der Operation, beispielsweise
durch Warmekonvektion bei der Eréffnung des Thorax, vermieden werden?+28,
Neben der Anasthesie stellt auch die Handhabung der Mause einen potentiellen
Storfaktor dar?-*°. In vorangehenden Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass die verwendete dorsale Fixierung der Mause keinen
Einfluss auf die OST hatte (siehe Anhang 3)%8.

Einige Studien beschreiben einen Unterschied der mittels Infrarotkamera
gemessenen Temperaturwerte zwischen der rechten und linken Korperseite?'.

Daher wurde in einem Vorversuch gepruft, ob bei der OST Unterschiede
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zwischen dem rechten und linken Auge bestehen. Dabei lielen sich unter
Standardbedingungen keine Unterschiede feststellen (siehe Anhang 4)*4°. Aus
diesem Grund konnten die OST-Werte beider Augen in den MI-Langzeitversuch
eingeschlossen werden.

Des Weiteren haben der Abstand zwischen dem Kameraobjektiv und der
Augenoberflache sowie die korrekte und reproduzierbare Fokussierung einen
Einfluss auf die gemessenen OST-Werte. Durch die fur das MiI-Modell
verwendete Makrolinse wurden diese Parameter jedoch weitestgehend konstant

gehalten und konnen daher vernachlassigt werden.

4.2 Einordnung der eigenen Ergebnisse in den Forschungsstand

Hypothermie und Myokardinfarkt

Obwohl die Korpertemperatur die Entstehung und den Verlauf eines
Myokardinfarktes beeinflusst, wird dieser Parameter in der kardiovaskularen
Forschung kaum beachtet'3325%-65 Einige Studien untersuchten den Einfluss
einer Hypothermie auf das AusmaB eines Myokardinfarktes5%616266  |n
verschiedenen Modellen (Hasen, Schweine, Hunde) wurde durch eine lokale
Kdhlung des von einem Infarkt betroffenen Myokards eine Reduktion der
InfarktgroRe  erzielt5®6066-68 . Die  Korrelation zwischen der lokalen
Korpertemperatur und InfarktgroRe hangt vermutlich mit dem durch die
Temperaturreduktion herabgesetzten Metabolismus und Sauerstoffbedarf des
Herzmuskels zusammen3'606366  |m Umkehrschluss bedeutet eine erhohte
Korpertemperatur einen erhohten Sauerstoffverbrauch des Herzmuskels, der das
Ausmal der InfarktgrofRe negativ beeinflusst'330-32, Beim Menschen konnte ein
Korpertemperaturanstieg im Anschluss an ein akutes Infarktereignis beobachtet
werden, wobei der zugrundeliegende Mechanismus ungeklart ist32:33, Ein Anstieg
der Korpertemperatur stellt eine natirliche Reaktion des Organismus auf ein
entziindliches Ereignis dar'®3!. Bei diesem Prozess spielen verschiedene
endogene Mediatoren (z.B. Zytokine), die auch im Laufe eines Myokardinfarktes
freigesetzt werden, eine Rolle®®72. Des Weiteren geht man von einer erhéhten

Aktivitat des Immunsystems aus, die das im Anschluss an einen Myokardinfarkt
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stattfindende Remodeling mit Hypertrophie und Dilatation des linken Ventrikels
beglnstigt®13.1820_ Die Prognose verschlechtert sich zudem durch die ebenfalls
mit der Temperaturerhohung in Verbindung stehende vermehrte Freisetzung
herzspezifischer = Enzyme. Demgegenluber steht eine verminderte
Enzymfreisetzung und bessere linksventrikulare Funktion (LVEF) bei erniedrigten
Korpertemperaturwerten nach akutem Infarktereignis’s.

Anders als beim Menschen zeigen Schweine eine erniedrigte Korpertemperatur
im Anschluss an eine Okklusion der Herzkranzgefal’e (36,9 + 0,6 °C vs. 35,7
+ 1,1 °C)8. Mdoglicherweise beruht dieser Unterschied auf der Tatsache, dass
einzelne Entzundungsmediatoren sowohl Fieber als auch Hypothermie
verursachen konnen’®. Auch bei Mausen wurde ein Abfall der
Korpertemperatur im Anschluss an einen Myokardinfarkt detektiert. Die Tiere der
MI-Gruppe wiesen eine Stunde nach Durchfuhrung der Operation bereits
signifikant niedrigere OST-Werte auf (Sham-Gruppe (1 h): 37,4 + 0,6 °C vs.
MI-Gruppe (1 h): 33,0 + 0,5 °C; p <0,001). Auch zu den anderen Messzeitpunkten
waren die OST-Werte in der MI-Gruppe signifikant erniedrigt (jeweils Sham-Gruppe
vs. MI-Gruppe (2 h): 38,2 + 0,2 °C vs. 32,9 + 0,6 °C, (3 h): 38,6 + 0,2 °C vs.
33,3+0,5°C, (4h):38,1+0,8°Cvs.33,8+0,6°C, (5h):38,3+0,2°Cvs.34,1
+ 0,6 °C, (6 h): ). Die Ergebnisse verdeutlichen, dass weder die Anasthesie noch
die Thorakotomie, sondern allein die Ligatur der vorderen absteigenden

Koronararterie fur den Temperaturabfall der MI-Tiere verantwortlich war.

OST-Messung als Alternative zu anderen Methoden der

Korpertemperaturmessung

Der Grundgedanke, die Augen fur die Messung der Korpertemperatur zu
verwenden, existiert seit iber 130 Jahren*?. Eine OST-Messung wurde bereits in
diversen Studienmodellen verwendet*27475_ In einer aktuellen Studie wurde die
OST an trockenen Augen gemessen, um den Einfluss des Tranenfilms auf die
verschiedenen Bereiche der Augenoberflache zu analysieren’. Bei Versuchen,
die Korpertemperatur des Menschen mittels dieser Methode zu bestimmen,
wurden jedoch unphysiologisch niedrige Werte detektiert’®. Mogliche Griinde flr

diese Abweichungen sind die Verwendung einer ungeeigneten Optik und ein
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grolRer Abstand zwischen Objekt und Objektiv, wodurch sich der atmospharische
Einfluss auf die Messwerte verstarkt. Die Eignung der Augen als Messort fur die
Korpertemperatur ergibt sich aus der Blutversorgung dieser Sinnesorgane uber
die Arteria ophthalmica, einem Ast der Arteria carotis interna’?. Diese GefaRe
stehen in direkter Verbindung zum Herzen und sind somit Teil der als warmste
Region des Korpers beschriebenen Cephalo-Thorakalen-Achse?24777. Daher
bildet die OST im Vergleich zur rektalen Messung die Korperkerntemperatur auch
unter schnell wechselnden Kreislaufbedingungen zuverlassiger ab*°. Mause
verfiugen im Vergleich zu Ratten und Menschen aufgrund ihrer signifikant
hoheren Herzrate (iber ein hohes Herzzeitvolumen*®787° Daraus resultiert eine
schnellere Warmeverteilung in die Peripherie des Korpers und eine raschere
Adaption an aulRere Temperaturveranderungen®®. Im Zusammenhang mit dem
akuten Myokardinfarkt sind diese Speziesunterschiede moglicherweise von
Bedeutung, da die Herzrate und infolgedessen das Herzzeitvolumen bei einem
akuten Herzinfarktereignis deutlich absinkt49-€0.

Unsere Arbeitsgruppe hat in der Vergangenheit verschiedene Studien
durchgefuhrt, um die Augenoberflache als geeigneten Messort der
Korpertemperatur auch in anderen Organismen zu validieren*®. Dazu wurde die
OST bei Ratten, Kaninchen und Menschen mit rektalen (Ratten, Kaninchen) und
tympanalen Messwerten (Mensch) verglichen*®. Dabei waren die OST-Werte der
Ratten und Kaninchen signifikant hoher als die rektal gemessenen
Temperaturwerte (Ratte: rektal vs. OST: 35,7 £0,1 °C vs. 36,5 £0,2 °C, n = 15,
two-tailed t-test, p <0,001; Kaninchen: rektal vs. OST: 38,2 + 0,2 °C vs. 39,1 %
0,2 °C, n = 18, two- tailed t-test, p <0,01)*°. Beim Menschen lagen die OST-Werte
zwar auch oberhalb der tympanalen Werte, allerdings bestand kein signifikanter
Unterschied (Ohr vs. OST: 36,9 £ 0,1 °C vs. 37,1 £ 0,1 °C, n = 33, two-tailed
t-test, p = 0,4738) (Anhang 5) “°. Diese Ergebnisse unterstreichen die These,
dass die cephalo-thorakale Region, die durch die OST- bzw. tympanalen
Messwerte reprasentiert wird, hdhere Temperaturwerte als die abdominopelvine

Region aufweist (rektal gemessene Temperaturwerte).
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Warmebildtechnologie

Im Rahmen der tierexperimentellen Forschung stellt die Warmebildtechnologie
derzeit noch eine kaum verbreitete Methode dar. Ein moglicher Grund fur die
fehlende Etablierung dieser Technologie sind die hohen Kosten fur die
Warmebildkamera und das Equipment. In den vorliegenden Versuchen wurden
kostengunstige Alternativen genutzt. Die fur den Ml-Langzeitversuch verwendete
Makrolinse verbesserte die qualitative und quantitative Datenerhebung und stellt
ein hilfreiches Werkzeug nicht nur fur die tierexperimentelle Forschung dar. Durch
die verwendete flexible Handkamera war eine schnelle Reaktion bei
Bewegungen der Tiere moglich, was den zeitlichen Aufwand fur die Erstellung
der Warmebildaufnahmen minimierte. Mit der Version des vorgestellten
Analyseprogramms konnten die Warmebilddaten ohne grof3en technischen
Aufwand ausgewertet werden. In Anbetracht der schnell fortschreitenden Technik
wird es in Zukunft durch weitere Erganzungen des Programms maoglich sein, die
Bilder automatisch auszuwerten und im Anschluss direkt in einer Excel-Tabelle
anzuzeigen. Ein weiterer Vorteil dieser nicht-invasiven Messmethode ist die
Verhinderung einer Keimverschleppung, da kein direkter Kontakt mit den
Versuchstieren erforderlich ist.

Die in der vorliegenden Studie verwendete Methode der Temperaturmessung
uber die Augenoberflache mittels Warmebildkamera ist eine exakte und fur die
Versuchstiere stressarme Messmethode. Die Technologie wurde in dieser Art
noch nie zuvor verwendet. Basierend auf den Fortschritten bei der
Gesichtserkennung ist es in Zukunft vielleicht moglich, die OST, jedesmal wenn
eine Maus eine im Kafig installierte Warmebildkamera im geeigneten Abstand
passiert, automatisch zu bestimmen. Auf diese Weise konnte der
Gesundheitszustand der Versuchstiere ohne zusatzlichen Arbeitsaufwand

laufend Uberwacht werden.

4.3 Oberflachen-Volumen-Verhaltnis

Das Oberflachen-Volumen-Verhaltnis spielt fur die Thermoregulation eines
Organismus eine entscheidende Rolle?®36. Aligemein gilt, dass das Oberflachen-

Volumen-Verhaltnis mit zunehmender GroRe des Organismus abnimmt
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(Bergmannsche Regel)®. Das im Vergleich zu groReren Saugetieren besonders
grofl3e Verhaltnis zwischen Oberflache und Volumen bei Mausen pradestiniert fur
eine Hypothermie, da die Warmeabgabe mit zunehmendem Oberflachen-
Volumen-Verhaltnis ebenfalls zunimmt. Mausen fallt es somit schwerer, die
Temperatur im Korperinneren bei einer abweichenden Umgebungstemperatur
konstant zu halten?®-3¢, Der bei kleineren Lebewesen geringere isolierende Effekt
der Korperhiille begiinstig eine Unterkiihlung zusatzlich®®. Mause reagieren
daher bereits auf kleine Warmeverluste, wie bei einer Operation, mit einem
starken Temperaturabfall. Diese Zusammenhange spielen auch fur die OST-
Messung eine Rolle?.

Anders als bei grofleren Organismen mit kleinerem Oberflachen-Volumen-
Verhaltnis unterscheiden sich bei der Maus die OST-Werte nicht signifikant von
rektalen Messwerten*®. Bei grofReren Tieren (z.B. Kaninchen, Ratten) liegen die
OST-Werte signifikant hoher als rektal gemessene Temperaturwerte*®, da sie die
Korperwarme besser speichern kdnnen. Unter der Pramisse, dass die cephalo-
thorakale Region die warmste Korperregion darstellt, ist davon auszugehen, dass
die OST naher an der Korperkerntemperatur liegt als die niedrigeren rektal
erhobenen Temperaturwerte. Gestarkt wird diese Uberlegung durch den Befund,
dass unter veranderten Kreislaufbedingungen — beispielsweise nach einem
Schock, bei dem es zu einer Zentralisation der Blutzirkulation kommt — die OST
weiterhin  zuverlassige Werte liefert*”. Folglich scheint die OST die
Korperkerntemperatur bei Mausen besser zu reprasentieren als die rektale
Messung und hat somit eine hohe physiologische Relevanz. Auch in der
vorliegenden Studie konnte vermutlich aufgrund der gro3en Warmeabgabe kein
signifikanter Unterschied zwischen der rektalen und der OST-Messung detektiert

werden.

4.4 Schlussfolgerungen und Anregungen fur weiterfuhrende
Arbeiten

Zentraler Bestandteil der vorliegenden Arbeit war die Analyse des potentiellen
Zusammenhangs zwischen der Korpertemperatur und dem Myokardinfarkt, der

bereits von anderen Forschungsgruppen untersucht wurde®%32. Laut einer
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groBen Mausstudie stellt die Ausgangstemperatur einen wichtigen
prognostischen  Faktor fur das Outcome nach einem  akuten
Myokardinfarktereignis dar®®. Eine Hypothermie im Anschluss an einen
Herzinfarkt wurde ebenfalls beschrieben® und konnte durch die vorliegenden
Beobachtungen bestatigt werden. Bislang fehlten aber kontrollierte Studien, die
den Effekt der operativen MI-Induktion im Vergleich zu einem Sham-Eingriff
untersuchten. Diese Lucke konnte durch die vorliegende Analyse geschlossen
werden. Ebenso gab es bislang keine Studien, die die mogliche Korrelation
zwischen der rOSTd und der GroRRe des Infarktes thematisierte.

Die Hypertrophie und Dilatation des nicht-infarzierten Myokards ist Teil des
komplexen Remodelings im Anschluss an einen Myokardinfarkt und spiegelt sich
in dem vergroRerten Ventrikelgewicht der MI-Tiere wieder, welches als Folge der
eingeschrankten Herzfunktion gewertet werden kann®14.1820 Epenso I3sst sich
das erhohte Lungengewicht in der Gruppe der Mi-Tiere als Zeichen der
Fehlfunktion des Herzens und der resultierenden Stauung der Lunge
interpretieren™.

In der vorliegenden Arbeit wurde nach der MI-Operation eine hohe Korrelation
zwischen dem auf das Korpergewicht normierten Gewicht des linken Ventrikels
56 Tage postoperativ und der rOSTd (im Verhaltnis zum praoperativen Wert) 6 h
postoperativ gefunden (Abbildung 17, C: r = 0,7429, Pearson, n = 11). Dieses
Ergebnis belegt einen Zusammenhang zwischen der Abnahme der
Korpertemperatur im Anschluss an ein akutes Infarktereignis und der
darauffolgenden Herzdekompensation. Zudem konnte belegt werden, dass die
intraoperative Induktion eines Myokardinfarktes einen signifikanten Einfluss auf
die Verkirzung des Herzens (Fractional Shortening, FS) wahrend des
systolischen und diastolischen Kontraktionsvorganges hatte (MI-Gruppe vs.
Sham-Gruppe p < 0,001) hat (siehe Tabelle 3). Dieser Effekt konnte sowohl auf
apikaler (AP 2D FS, AP MM FS) als auch auf papillarer Ebene (PA 2D FS,
PA MM FS) nachgewiesen werden. Auch die Ubrigen Parameter unterschieden
sich mit Ausnahme der am 56. postoperativen Tag auf apikaler Ebene
gemessenen endsystolischen Flache (AP ESD) signifikant zwischen der

MI-Gruppe und der Sham-Gruppe (p < 0,01).
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Andere Versuche unserer Arbeitsgruppe belegen, dass die Gewichtszunahme in
den ersten Wochen nach Induktion eines Myokardinfarkts das Outcome der
Versuchstiere prognostiziert®. In den vorliegenden Versuchen wurde eine starke
Korrelation zwischen der rOSTd 6 h postoperativ. und der
Koérpergewichtszunahme eine Woche nach MI-Operation festgestellt
(Abbildung 17, D: r = -0,6714, Pearson, n = 12).

Die Bestimmung der InfarkigroRe uber die PSR-Farbung ist eine etablierte
Methode in der kardiovaskularen Forschung. Allerdings kann mit dieser Methode
nur ein begrenztes Areal des gesamten Infarktes dargestellt werden. Dies ist
moglicherweise der Grund dafur, weswegen keine signifikante Korrelation
zwischen der mittels PSR-Farbung ermittelten Infarktgrof3e und der rOSTd 6 h
nach MI gefunden werden konnte. Nahezu alle Mause der MI-Gruppe zeigten in
der vorliegenden Studie einen deutlichen Infarkt mit einer InfarktgroRe von >50%
mit Ausnahme eines MI-Versuchstieres. Der fehlende Infarkt lasst sich
mutmallich auf eine zu lockere Ligatur der linken absteigenden Koronararterie
wahrend der MI-Operation zurtckfuhren. Das Versuchstier konnte aufgrund
seiner rOSTd-Werte als Ausreil3er innerhalb der MI-Gruppe identifiziert werden
(Abbildung 17). Zudem wies das Tier die gleichen physiologischen und
echokardiographischen Parameter wie die Versuchstiere der Sham-Gruppe auf.
Die vorliegenden Daten zeigen, dass die OST-Messung bei Mausen bereits
5-6 h nach einem akuten Infarktereignis das langfristige kardiale Outcome
vorhersagen kann. Zudem konnten hohe Korrelationen zwischen der rOSTd und
der Langzeitdilatation des linken Ventrikels, der Hypertrophie, der systolischen
Herzfunktion und der Herzinsuffizienz in der MI-Gruppe gefunden werden. Die
Moglichkeit der Differenzierung von infarzierten und nicht-infarzierten Mausen
mittels der OST-Messung unmittelbar nach einem potentiellen Myokardinfarkt ist
beeindruckend und stellt ein Werkzeug fur eine schnelle Vorselektierung der
Versuchstiere dar. Diese Methode konnte damit in Abhangigkeit vom
Versuchsstudienmodell die zeitaufwandige und teure Echokardiographie mit der
dazu notwendigen Anasthesie ablosen. Auch konnte der Zeitpunkt der
Identifizierung eines Infarktes von 24 h auf 1 h nach der MI-Operation vorverlegt

werden“®. Durch die Mdglichkeit dieser friihen Zuteilung der Versuchstiere in MI-
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bzw. Sham-Gruppen konnten in zukunftigen MI-Modellstudien die Anzahl der
bendtigten Versuchstiere ohne grol3e zeitliche Verzogerung nachoperiert und
Versuche dadurch optimiert werden.

Die Korpertemperatur stellt einen sehr frihen prognostischen Indikator fur einen
bevorstehenden Tod dar®?. Daher kann dieser Parameter in Tierversuchen als
ethischer Endpunkt in Betracht gezogen werden. Ein solcher alternativer
Endpunkt zum natarlichen Tod wurde bereits fur Sepsis- und Infektionsversuche
diskutiert?*83, In den Versuchen konnte eine Korpertemperatur festgelegt
werden, bei deren Unterschreiten der Todeszeitpunkt der Versuchstiere
vorausgesagt werden konnte?*8. Ziel solcher Uberlegungen ist es,
Versuchstieren im Sinne des Konzepts der 3 Rs nach Russel und Burch Leid und
Stress zu ersparen und zugleich die Qualitdt der Forschungsergebnisse zu
optimieren?440:828485 |n dem vorliegenden MI-Versuch konnten zwar niedrigere
Temperaturwerte bei den verstorbenen MI-Tieren aufgewiesen werden, als bei den
Uberlebenden  MI-Versuchstieren, jedoch bestand kein  signifikanter
Zusammenhang zwischen der OST und dem Todeszeitpunkt der Mause (siehe
Anhang 1: MI verstorben n = 7 vs. MI nicht verstorben n= 9). Um die OST als
prognostischen  Mortalitatsmarker einzusetzen, musste die Messung
moglicherweise mit weiteren Indikatoren (z.B. Korpergewicht, Trinkmenge der
Tiere) kombiniert werden.

Auch beim Menschen lassen sich mittels OST-Messung zuverlassige
Temperaturwerte erheben*®. Unter der Pramisse, dass beim Menschen der
Myokardinfarkt wie bei der Maus durch eine rOSTd angezeigt wird, liel3e sich
durch eine an die InfarkigroRe angepasste Therapie die Prognose der
Myokardinfarktpatienten verbessern®1388, In der Vergangenheit wurden bereits
die Elektrokardiographie, die Bestimmung herzspezifischer Enzyme und die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) auf ihre Aussagekraft bezuglich der
InfarktgroRe untersucht'8. Mit diesen Methoden war es aber nicht moglich,

vergleichbar friihe Aussagen Uber die InfarktgroRe zu machen?®.
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Zusammenfassung

Die Korpertemperatur kann als Marker fur den gesundheitlichen Zustand eines
Organismus genutzt werden®”. Auch beim akuten Myokardinfarkt spielt die
Korpertemperatur eine Rolle®%-32. Die Aussagekraft von Temperaturdaten hangt
dabei von der gewahlten Korperstelle und weiteren thermodynamischen
Aspekten ab®. Die rektale Standardmessung ist nicht in der Lage, schnelle
Veranderungen der Korpertemperatur zu erfassen, was insbesondere in akuten
Krankheitsphasen wichtig sein kann?>2°3°  Dagegen kann die in dem
vorliegenden Myokardinfarkt-(Ml)-Langzeitversuch genutzte Messung der
Augenoberflachentemperatur (OST) mit einer flexiblen Warmebildkamera auch
schnelle Veranderungen der Korpertemperatur mit hoher Sensitivitat erfassen.
In dem murinen MI-Modell wurde ein signifikanter Abfall der OST der MI-Tiere
bereits eine Stunde nach Operation beobachtet. Im Vergleich zeigten Sham-Tiere
im Anschluss an die Operation einen konstanten Temperaturverlauf. Zwischen
den rOSTd-Werten 6 h nach der Operation und an Tag 21 sowie Tag 56
erhobenen  echokardiographischen  Parametern  bestanden  deutliche
Korrelationen. OST-Verlaufsmessungen im Anschluss an einen MI-Eingriff
erlauben somit Aussagen Uber das Outcome der Versuchsmause.
Zusammenfassend stellt die hier vorgestellte Warmebildkamera mit aufgesetzter
Makrolinse ein hilfreiches Werkzeug fur Tierversuche dar. Das flexible Setup
eignet sich nicht nur fur OST-Messungen, sondern kann auch fur exakte
thermische Untersuchungen von Versuchstieren und andere qualitative und
quantitative Zwecke genutzt werden. Die durch den vorgestellten Ansatz erzielte
Stressreduktion bei Temperaturmessungen folgt den etablierten Regeln der 3 R’s
fur Tierexperimente und erhdht so die wissenschaftliche Qualitat von

Versuchsergebnissen?,
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Anhang — zusatzliche Abbildungen
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Abbildung 18: Vergleich der EST der verstorbenen / nicht-verstorbenen MI-Tiere im
postoperativen Verlauf®

Die im Verlauf des Langzeitversuchs verstorbenen MI-Tiere wiesen niedrigere Temperaturwerte
als die Uberlebenden Versuchstiere auf, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.
Temperaturwerte, die durch den Warm-up Effekt verfalscht wurden, sind nicht mit in der Grafik
enthalten. Two-way ANOVA, Bonferroni post-test (Ml verstorben n = 7 vs. MI nicht verstorben
n=9): p>0,05 (ns), p<0,05 (*), p <0,01 (**), p < 0,001 (***).

Die Wiedergabe der Abbildung wurde freundlicherweise von Benjamin Vogel (Julius-Maximilians-
Universitat, Zentrum fir Experimentelle Molekulare Medizin [ZEMM]) genehmigt.
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7.2 Anhang 2
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Abbildung 19: Isofluran-Einfluss auf die Kérpertemperatur bei Mausen — OST-Bestimmung
vor und nach Inkubation mit stetig abfallenden Isofluran-Konzentrationen*®

Die grauen Box-Plots stellen die OST-Werte vor der Isofluran-Inkubation dar, die weifen Box-
Plots die OST nach Isofluran-Inkubation. Die OST-Werte vor der Inkubation mit Isofluran zeigten
fur die drei Versuchsgruppen keinen signifikanten Unterschied (p=ns). Im Anschluss an diese
basale Temperaturwerterhebung wurden die Tiere mit unterschiedlichen Isofluran-
Konzentrationen inkubiert. Hierfiir wurden 200 pl verdampftes Isofluran in ein 1000 ml Becherglas
gegeben und jede Versuchsgruppe (jeweils n=6) der Reihe nach (1st, 2nd, 3rd, fir jeweils eine
Minute inkubiert. Die Messungen ergaben einen konzentrationsabhangigen linearen Abfall der
OST-Werte, der mit der abnehmenden Isofluran-Konzentration im Becherglas korrelierte
(post-test for linear Trend, p=0,004).

Die Abbildung ist im Rahmen der Ausarbeitung der Publikation “Vogel, B.; Wagner, H.;
Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.; Frantz, S. (2016):
Touch-free measurement of body temperature using close-up thermography of the ocular surface,
MethodsX, 3, 407-416"*° entstanden.
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7.3 Anhang 3
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Abbildung 20: Einfluss der Handhabung der Mause auf die absoluten EST-Werte*®

Die Mause wurden fiir die EST-Messungen aus dem Kafig genommen und von dorsal fixiert
(pre-task). Anschliefend wurden die Versuchstiere abgesetzt und wiederholt auf diese Weise
gemessen (post-task).

Die Messungen vor und nach Fixierung der Mause zeigte keinen signifikanten Unterschied:
pre- task: 36,8 + 0,2 °C vs. post-task: 36,6 + 0,3 °C; n = 8, p = 0,2759; two-tailed t-test*°.

Die Abbildung ist im Rahmen der Ausarbeitung der Publikation “Vogel, B.; Wagner, H.;
Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.; Frantz, S. (2016):
Touch-free measurement of body temperature using close-up thermography of the ocular surface,
MethodsX, 3, 407-416"*° entstanden.
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7.4 Anhang 4
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Abbildung 21: Vergleich der absoluten OST-Werte des rechten und linken Auges unter
Standardbedingungen?®

Die durchschnittlichen OST-Werte betrugen am linken Auge 36,9 + 0,1 °C und am rechten Auge
36,9 + 0,1 °C (n = 25, p = 0.8416, two-tailed t-test). Zwischen den beiden Augen bestand kein
signifikanter Unterschied. Daher konnten die OST-Werte beider Augen fir die Analysen verwendet
werden.

Die Abbildung ist im Rahmen der Ausarbeitung der Publikation “Vogel, B.; Wagner, H.;
Gmoser, J.; Worner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.; Frantz, S. (2016):
Touch-free measurement of body temperature using close-up thermography of the ocular surface,
MethodsX, 3, 407-416"*° entstanden.
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7.5 Anhang 5

rabbit

Abbildung 22: Reprasentative Aufnahmen der OST bei Ratten (A), Kaninchen (B) und
Menschen (C)*°

Die Thermogramme veranschaulichen, dass bei den Versuchstieren die Augenoberflaiche am
warmsten ist. Beim Menschen lassen sich hingegen auch auf3erhalb der Augenoberflache warme
Regionen erkennen. Eine wahrscheinliche Erklarung fur diesen Unterschied ist die Isolation durch
das Fell der Versuchstiere, die beim Menschen entféllt. Flr die Ermittlung der OST-Daten der
verschiedenen Spezies wurde das gleiche Analyseverfahren verwendet.

Verwendete Farbskala: Gray.

Die Abbildung ist im Rahmen der Ausarbeitung der Publikation “Vogel, B.; Wagner, H.; Gmoser,
J.; Woérner, A.; Loschberger, A.; Peters, L.; Frey, A.; Hofmann, U.; Frantz, S. (2016): Touch-free
measurement of body temperature using close-up thermography of the ocular surface, MethodsX,
3, 407-416™° entstanden.
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