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1 Einleitung
1.1 Vom Winterschlaf zur Kardioprotektion - Einflul3 von Opioiden auf das Herz

Der Winterschlaf bel Tieren ist ein Phénomen, das eine hohe Anpassung an extreme
Uberlebensbedingungen ermdglicht. Tiere, die sich im Winterschlaf befinden, kénnen bis zu 90
% ihrer Energie einsparen und ohne Nahrung und Wasser bis zu finf Monaten bel sehr
niedrigen Temperaturen Uberleben (Bolling et al. 1997). Dabei spielt eine Umstellung ihres
Stoffwechsels eine wichtige Rolle. Die Tiere entwickeln eine Bradypneu, eine Bradykardie und
eine Hypothermie (Bolling et al. 1997).

Dieser Zustand wird durch eine Substanz hervorgerufen, die aus dem Serum winter-
schlafender Tiere isoliert werden konnte, dem sogenannten Hibernation Induction Trigger
(HIT). Durch Injektion dieser Substanz konnten auch nicht winterschlafende Tiere in einen
winterschlafahnlichen Zustand versetzt werden (Dawe and Spurrier 1971; Dawe, Spurrier, and
Armour 1970). Die beschriebene Wirkung lief3 sich durch Gabe des unspezifischen Opioid-
Antagonisten Naloxon aufheben. Damit lag nahe, dal3 die Wirkung von HIT Uber eine
Stimulation von Opioid-Rezeptoren vermittelt wurde.

Weitere Untersuchungen zeigten, dal3 HIT der kinstlich hergestellten Substanz D-Ala2-
D-Leu5-Enkephalin (DADLE) sehr @hnlich war, mit welcher bestimmte Tiere ebenfallsin einen
winterschlafahnlichen Zustand versetzt werden konnten (Oeltgen et al. 1988). Bei DADLE
handelt es sich um einen selektiven &-Opioid-Agonisten, der nicht nur die physiologischen
Veranderungen bei Tieren im Winterschlaf einleiten und aufrecht erhalten kann, sondern
zusétzlich protektive Eigenschaften auf Organe hat, um diese vor der extremen Umstellung des
Korpers und den extremen Umweltbedingungen wahrend der Hibernation zu schiitzen. In der
Mitte der 90er Jahre wurde daher untersucht, ob DADLE sich auch fur eine bessere Protektion
von Transplantaten eignet. Die Situation von Organen, die flr eine Transplantation vorgesehen
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sind, dhnelt sehr der Situation wahrend des Winterschlafes. Der Stoffwechsel befindet sich auf
einem minimalen Niveau, das Sauerstoffangebot ist gering und Transplantate werden bei sehr
niedrigen Temperaturen gelagert. Nachdem mit Hilfe von DADLE die Haltbarkeit von
Herztransplantaten um ein Vielfaches verlangert werden konnte (Bolling et a. 1997) lag nahe,
da? DADLE kardioprotektive Eigenschaften besitzt, die durch &-Opioid-Rezeptor vermittelt
werden. Auch fur andere Opioide, die &-Opioid-agonistisch wirken, wie z.B. Morphin, konnte
eine Kardioprotektion gezeigt werden. Dagegen wirken Opioide, die K- oder p-agonistisch
sind, nicht kardioprotektiv (Schultz, Hsu, and Gross 1998).

Es folgten zahlreiche Studien Uber die kardioprotektive Eigenschaft von Substanzen, die
o-opioid-agonistisch wirken. So konnte z.B. die Grofle von experimentell herbeigefiihrten
Infarkten um fast die Hélfte verkleinert werden (Schultz et al. 1998). Weitere Untersuchungen
ergaben, dal3 &-Opioide allerdings nur dann kardioprotektiv sind, wenn sie vor einer |schamie
gegeben werden (Kevelaitis et al. 1999). Die Wirkungsweise der Opioide beruht dabei auf &-
Rezeptoren, die direkt am Myokard (Mensch, Kaninchen) nachgewiesen wurden (Birkenkamp-
Demtroeder and Schipke 1999). Der durch diesen Rezeptor ausgeldste Mechanismus ist bis
heute nicht vollstéandig aufgeklart. Mehrere Studien zeigten, dal3 eine Stimulation dieses
Rezeptors dazu fuhrt, dal? Uber ein G-Protein ein ATP-abhéangiger Kalium-Kanal gedffnet wird
(Schultz et a. 1998) (- Abb.1). Andere Arbeitsgruppen schlagen vor, dal die
Kardioprotektion Uber eine Reduktion von freien Radikalen, wie sie wahrend einer Ischamie
oder Reperfusion gebildet werden, durch eine Verzégerung des ATP-Verbrauchs oder durch
eine verbesserte Kazium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum vermittelt wird
(Benedict et al. 1999; Bolling et a. 1997; Ventura et a. 1992; Wong, Lee, and Tai 1990).

Es besteht also Konsens, dal3 d-agonistische Opioide die | schamietoleranz des Herzens erhéhen und



dadurch irreversible Schéden - wie Infarkte- verringern konnen. In dieser Studie sollte der Einfluld
auf reversible, ischémiebedingte Schéden untersucht werden.

Abb.1: Modedl des &-Opioid-Rezeptor. Es handelt
sich um ein membranstandiges Protein, das Uber ein
G-Protein gekoppelt, ATP-sensitive Kalium-Kanéle
offnet. AufRerdem wird eine Betelligung von Protein-
Kinase A, Tyrosin-Kinase A und vor allem von

T o i € A
@ i\ K'/ Protein-Kinase C angenommen.
Cerotein knase D i
Grosne keas>Y? /] (nach Schultz et al, 1998)
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1.2 Myokardiaes Stunning

Die langerfristigen Okklusion einer oder mehrerer Koronararterien fuhrt zur Aushildung eines
Infarktes. Dieser irreversble Zustand it von einer verschlechtern, kontraktilen Herzfunktion
begleitet. Eine Okkluson von nur kurzer Dauer (z.B. 20 min) fuhrt dagegen nicht zu irreversiblen
Schéden. Es kommt jedoch in der Reperfuson zu einer erheblichen Verschlechterung der
kontraktilen Funktion und dies, obwohl die Koronardurchblutung nahezu vollsténdig
wiederhergestdlt wurde (Bolli 1990; Braunwald and Kloner 1982). Dieses Phdnomen wird as
»myokardiales Stunning" bezeichnet und wurde 1975 zuerst von Heyndrickx et a (Heyndrickx et al.
1975) beschrieben. Definitionsgemald ist das myokardiale Stunning eine kontraktile Dysfunktion, die
sich nach einer kurzen Ischamie trotz vollsténdig wiederhergestellter Koronardurchblutung einstellt
und keine irreversiblen Schaden zur Ursache hat (Braunwald and Kloner 1982). Diese Dysfunktion
kann Stunden bis Tage andauern (Bolli 1990).

Das myokardide Stunning konnte am Herzen sowohl nach regionder Ischdmie (durch
Okklusion einer Koronararterie) als auch nach einer globalen | schamie nachgewiesen werden (Bolli

1990) und zwar am in stu-Moddl und am isolierten Herz. Aul3erdem zeigte sich ein Stunning bel



einer arbeitanduzierten Ischamie, d.h. das Phanomen kann nicht nur nach einer Einschrankung des
Sauergtoffangebotes sondern auch durch Erhéhung der Sauerstoffnachfrage auftreten (Homans et
al. 1986).

Das myokardide Stunning it ein sehr komplexes Geschehen, dal? durch vidle Faktoren
beeinflulbar ist und sich in viden verschiedenen Facetten dul3ern kann. Nach dem heutigen
Wissensstand gibt es zwei Hypothesen, die das Phanomen weitgehend erkléren und die
wahrscheinlich auch beide urséchlich fir die postischéamische Funktion sind. Die erste Hypothese
fuhrt das Stunning auf die Bildung von freien Radikalen in der friihen Reperfusion zuriick, die durch
noch nicht bekannte Mechanismen zu einer verschlechterten Funktion fihren (Bolli et a. 1987,
Bolli et al. 1989; Farber et al. 1988; Gross et a. 1986; Koerner, Anderson, and Dage 1991,
Myers et al. 1985; Myers et a. 1986; Przyklenk and Kloner 1986) (Abb. 2). Eswird vermutet,

da} freie Radikale die kontraktilen

| REVERSIBLE |SCHEMIA/REPERFUSION |

Filamente und/oder wichtige Enzyme, die [ et overioad
] Oxidative stress demaae : Calcium overload
zB. den KaziumHaushdt regen, J 7 SRdamage - ch;ma::;:;ed
angegriffen werden. Die Rolle der freien ? Oxdafve ;’Ef’;‘:gf;ﬁg" ?P““e";’[’f;z;‘tj:““a““'e
' {troponin 1, g-actining
Radikae fiir das myokardiale Stunning ist g \ /
] ) . Decreasad Ca2* rasponsivansss ‘
heute weitgehend akzeptiert (Bolli and - rapairer | l S
Damage | ;o
Marban 1999). } :
Die zweite Hypothese postuliert ein O v T
. . . .. Abb.2: Moddl fir die Mechanismen des myokardialen
Ungleichgewicht der Kalziumhomoostase Sunning (Balli, Marban et. al. 1999)

as Ursache fir die pogischamische
Dysfunktion (Kusuoka et a. 1987), (Marban et al. 1990), (Kusuoka and Marban 1992). Hierbel
spielt zum einen die Bildung einer Kalzium-Uberladung wahrend der Ischdmie und Reperfusion und

zum anderen eine Verminderung der Kazium-Sensitivitét der kontraktilen Filamente eine Rolle, was
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schliefdlich zu einer eingeschrankten, kontraktilen Funktion fuhrt (— Abb. 2).

Obwohl beide Hypothesen zunéchst sehr unterschiedlich erscheinen, gibt es viee Hinweise
darauf, dal3 tatsachlich beide am myokardialen Stunning beteiligt sind. So wird z.B. vermutet, dal3
frele Radikae eine Kaziumiberladung verstérken kdnnen, und es wird eine gemeinsame Endstrecke
beider Hypothesen angenommen, die in einer verminderten Kalzium-Sengitivitdt besteht, zu der die
Bildung der freien Radikale und die Kalzium-Uberladung filhren, und wodurch es schliefdlich zur
eingeschrankten kontraktilen Funktion kommt (Bolli and Marban 1999)( - Abb. 2.).

Im Zusammenhang mit dem myokardialen Stunning wird zusétzlich die Frage nach dem
Zeitpunkt diskutiert, zu dem die Schadigung des Myokard Sattfindet. Einige Autoren beschreiben,
dal3 die Schédigung — vor alem die durch frele Radikale — nicht schon wéhrend der Ischéamie,
sondern est in der frihen Reperfuson datfindet, und sprechen deshab von enem
Reperfusonsschaden (Bolli et al. 1989). Diese Aussage stiitzt sich vor alem darauf, dal3 die
pogtischamische Dysfunktion durch Gabe von Antioxidantien, wie z.B. Mannitol, in der frihen
Reperfusion (bis zu 1 min nach der Ischamie), verbessert werden kann. Mit einer spéateren Gabe lief3
sch keine Verbesserung mehr erreichen. Daraus 183t sich schlief3en, dal’ die Schédigung durch frele
Radikale in den ersten Minuten der Reperfusion gtattfindet (Bolli et al. 1989).

Auch mit anderen Substanzen war es moglich, die postischémische Funktion zu verbessern.
Zu diesen gehorten z.B. Kazium-Antagonisten (Beyer et a. 1999), Adenosin (Sekili et a. 1995)
und Substanzen, die den ATP-abhangigen Kaiumkana offnen (Sekine et d. 1999), wie z.B. &
Opioid-Agonisten (Schultz et al. 1998) (- Abb. 1). Diese Substanzen verhindern dlerdings einen
Schaden, der wahrend der Ischdmie entsteht (Bolli and Marban 1999). Der Schaden, der zum
Stunning fuihrt setzt sich also aus einer Komponente zusammen, die wahrend der 1schdmie und einer
Komponente, die wahrend der Reperfusion entsteht (Bolli and Marban 1999).

0-Opioid-Agonisten, wie DADLE, entwickeln ihre kardioprotektive Eigenschaft nur dann,
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wenn dse vor ener Ischamie gegeben werden, was en Hinweis darauf ist, dal3 dadurch der

| schamieschaden beainfluf’t wird. Antioxidative Substanzen wie Mannitol wirken auch dann, wenn

se zu Beginn der Reperfusion gegeben werden und vermindern damit den Reperfusionsschaden.

1.3 Ziele

@

)

Die kardioprotektiven Eigenschaften von DADLE sollten hinschtlich der Auswirkung auf das
myokardiale Stunning untersucht werden. Inshesondere sollte durch den Einsatz von DADLE
die postischédmische Dysfunktion verbessert werden. Zusétzlich sollten andere, durch DADLE
verursachte Aspekte des myokardialen Stunnings einbezogen werden, wie z.B. der
myokardiae Sauerstoffverbrauch und der kardiale Wirkungsgrad.

Es sollte untersucht werden, ob die Kardioprotektion durch DADLE, die auf der Ebene des
| schamieschadens wirkt, durch eine zusédtzliche Behandlung mit dem Radikafanger Mannitol,
dessen Wirkung sich auf den Reperfusionsschaden bezieht, einen weiteren kardioprotektiven
Effekt zeigt. Diese Untersuchung sollte zum einen weitere Aspekte zur Aufklarung des
Pathomechanismus des myokardialen Stunnings liefern und zum anderen weitere Hinweise
auf den Wirkmechanismus von DADLE geben. AuRerdem wirde ene
Funktionsverbesserung durch die Kombination der beiden Substanzen einen Klinischen

Einsatz Uberlegenswert machen.



2 Methodik

2.1 Versuchstiere und Préparation

Adulte (ca 6 Monate dte) mannliche White New Zeadland Kaninchen mit einem
Korpergewicht zwischen 2500 und 3500 g (Mittelwert: 2944 g) wurden nach einer Nahrungskarenz
von 12 h fir die Versuche verwendet. Die Untersuchungen wurden in Ubereingtimmung mit dem
Tierschutzgesetz durchgefiihrt und waren von der Bezirksregierung Dusseldorf genehmigt. Zur
Narkose erhigten die Tiere Ketanest® (2 ml, i.m.) und Rompun® (1,5 ml, i.m.). Sie wurden von
ventra rasert und erhieten einen vendsen Zugang an einer Ohrvene. Die Narkose wurde im
weiteren Verlauf mit Rohypnol® und Ketanest® i.v. aufrecht erhdten. Nach ener Tracheotomie
wurde ein 3 mm dicker Tubus engefiihrt. AnschlieBend wurden die Tiere mit Pancuronium®
(0,5 ml, i.v.) rlaxiert und mit einer Kleintier-Respirator (UGO BASILE Typ 7025) kontrolliert
beatmet (Atemfrequenz: 35 min™; Atemzugvolumen: 20-30 ml; Biology Data Book, Bethesda,
1974). Der Thorax wurde durch eine mediane Sternotomie unter Schonung der Lungen er6ffnet
und das Perikard nach Resektion des Thymus von kaudal nach krania durchtrennt. Nach Umschlin-
gen der Aorta ascendens und der Arteria pulmondis wurden 0,3 ml Liquemin® (i.v.) zur
Gerinnungshemmung verabreicht. Nach dem Abklemmen der Vena cava inferior wurde die Arteria
pulmonalis durchtrennt und in die er6ffnete Aorta eine Metalkanile mit einem Aufl3endurchmesser
von 5 mm eingebunden, Uber die das Herz mit dem auf 37 °C erwarmten Blut perfundiert wurde.
Die Beatmung wurde abgestellt, das Herz vorschtig aus dem Thorax herausprdpariert und durch
die Besatigung des Verlangerungsschlauches direkt an die modifizierte Langendorff-Apparatur
(- Abb. 3) angeschlossen. Der Perfusionsdruck betrug fir den weiteren Verlauf des Versuches 80
mmHg.

Die free Wand des linken Vorhofs wurde inzidiert und die Mitraklappe weit gedffnet.



Danach wurde ein Latexbalon entsprechender Gréfde (Gréfze 12 - 14, HSE) in den linken Ventrikel
vorgeschoben. Als Néchstes wurden die beiden Venae cavae inferior und die V. cava superior mit
Hilfe einer Fadenschlinge verschlossen. Uber eine Kanille in der A. pulmonalis wurde das ventse
Effluat abgeleitet. AuRerdem wurde in Hohe der Vorhofe eine Temperatursonde befestigt. Bel
Bedarf wurde eine Infrarotlampe benutzt, um eine Temperatur von 37 °C aufrecht zu erhalten. Die
gesamte Prdparation am isoliert schlagenden Herzen dauerte im Durchschnitt 20 min. Sie war fur

die vier Versuchsserien nicht unterschiedlich.

2.2 Langendorff-Anlage

Oxygenator

%////// T’F R

Blutfilter

variahle
Nachlast

Rollerpumpe

variable
Vorlast

car (A

AVD-O, [:,&I~ i

Latexballon

linker Ventrikel Ultraschallkristalle

Abb. 3: Schema der modifizierten Langendorff-Anlage. Der Perfusionskreislauf ist auf der linken
Seite skizziert. Mittels einer Rollerpumpe wird das gesamte Blutvolumen in einem geschlossenen
Kreislauf durch einen Filter und einen Oxigenator gepumpt und der gewlnschte koronare
Perfusionsdruck (CAP) eingestellt. Auf der rechten Seiteist der systemische Kreislauf dargestellt: ein
intraventrikulérer Latexballon ist mit einer Vorrichtung verbunden, die eine 'Mitralklappe, eine
'Aortenklappe’ und einen Windkessel enthalt. Damit handelt es sich um ein working heart-Modéll.
Zusatdich konnen Vor- und Nachlast-Bedingungen variiert werden (AoF = Aortenflu, AoP =
Aortendruck, LVP = linksventrikularer Druck, CF = KoronarfluR, AVD-O, = arterio-venose
Sauer stoffdifferenz).



Bereits 1895 entwickelte Oscar Langendorff die erste Methode zur Registrierung der
kontraktilen Leistung eines isoliert schlagenden Herzens. Heute verwendete Anlagen gestatten die
Trennung des ,systemischen” und des Perfusionskreidaufes und die Variation der Vor- und

Nachlastbedingungen (Bardenheuer and Schrader 1983).( - Abb. 3)

2.2.1 Perfusionskreislauf
Die in die Aorta eingebundene Metalkanile war mit eéinem System zur Perfusion der Koronar-
gefél3e verbunden. Fir die verwendete Blutperfuson wurde die Langendorff-Anlage modifiziert.
Zur Aufrechterhatung eines koronaren Perfusionsdruckes von 80 mmHg wurde eine Blutséule
erzeugt. Durch das dabel verwendete Glassohr wurde mit ener  Rollerpumpe
(10-20-00; Stockert Minchen) das gesamte in der Anlage befindliche Blutvolumen kontinuierlich
gepumpt. Uber einen Uberlauf konnte das nicht zur Koronarperfusion erforderliche Blut in ein
Reservoir (nicht in Abb. 3 gezeigt) abflieRen. Dorthin flof3 auch das Koronarperfusat, nachdem es
das AVOX-Mellgerdt (Shepherd and Burgar 1977) zur Bestimmung der arterio-vendsen
Sauerdoffdifferenz durchlaufen hatte. Eine zweite Rollerpumpe (10-20-00; Stéckert Minchen)
forderte das Blut durch einen Kinder-Membranoxigenator (Masterflow 51, Fa. dideco) und einen
Filter (Ultipor, Fa. Pall; Porengrof3e 120 um). Dieser geschlossene Kreidauf entsprach im Prinzip
einer extrakorporaen Zirkulation. Das Uber die kantlierte Arteria pulmondis abgeleitete Perfusat
wurde mit Hilfe einer Rollerpumpe (Gilson Abimed; Minipuls 2) ebenfalls durch das AVOX-
Meljgerét geleitet. Proxima dieses Meligerdtes befand sch ein FluBmel3kopf (3 mm
Innendurchmesser), der Uber ein Ultraschal-FluBmel3gerét (Transonic System Inc.; T206) den
KoronarfluRd regidgtrierte.

Die Temperatur im Perfusionskreislauf und im systemischen Kreislauf wurde tber einen
Warmekreidauf mit Umwaélzthermostat (Braun-Melsungen, Thermofix 1420) konstant auf
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37 °C gehalten.

2.2.2 Systemischer Kreislauf

Der im linken Ventrikel postionierte Latexbalon war mit einem systemischen Kreidauf
verbunden: Aus einem Vorratsgefd (Abb. 1) gelangte 0,9 %-ige NaCl-L6sung Uber ein kiinstliches
Klappensystem in den Latexbalon. Die Hohe des Hissigkeitspiegels im Vorratsgefal? entsprach
dabei der Vorlast. Uber einen saitlichen Zugang proximal der ‘Mitralklappe' wurde ein 3F Mikrotip-
Manometer (Millar, TC 500) zur Messung des linksventrikuldren Druckes in den Latexballon
vorgeschoben. Das Schlagvolumen wurde aus dem Latexbalon durch die 'Aortenklappe und einen
sch anschliefRenden Windkessel in den kingtlichen Kreidauf ausgeworfen. Die Hohe des
Flissigkeitspiegels im nachgeschateten Gefal?d entsprach der Nachlast, die wahrend der Versuche
kongtant auf 60 mmHg gehdten wurde. Das Fordervolumen, d.h. der Aortenflul3, flof3 wieder in das
Vorratsgefa zurlick. Der Aortendruck wurde mit einem Druckaufnehmer (Statham, P 23 I1D) dista
vom Windkessal gemessen. Weiter distal befand sich ein Hul3mef3kopf (Innendurchmesser 3 mm),
der Uber ein Ultraschall-HuBmef3gerdt (Transonic System Inc.; T206) den Aortenflul registrierte.
Um auch isovolumetrische Kontraktionen untersuchen zu konnen, lief3 dch der

Verbindungsschlauch distal der kiinstlichen Aortenklappe abklemmen.

2.3 Perfusionsmedium

Um méglichst physiologische Bedingungen wahrend der Perfusion der isolierten Herzen
zu erzielen, wurde ein mit Erythrozyten angereichertes Perfusat hergestellt.

Hierzu wurden etwa 8 | frisches Rinderblut vom Schlachthof Dusseldorf geholt. Dieses
Blut wurde vierfach zentrifugiert und das Serum jeweils abgesaugt. Beim 2. und 3. Waschgang

wurde den Erythrozyten-Konzentraten gepufferte NaCl-Losung und bei dem 4. Waschgang
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ungezuckerte Krebs-Henseleit-Losung zugesetzt. Der gewaschenen Erythrozyten-Suspension
wurden 4 g/100 ml Albumin hinzugefugt, das zweimal 24 h lang dialysiert worden war. Diese

Losung wurde mit Krebs-Hensdeit-Losung (- Tab. 1) soweit verdinnt, da3 ein

Hamoglobingehalt von 10 g/dl resultierte. 1z, 1. zusammensetzung der Krebs-Hensleit-

Losung

Auf 11 Perfusonsmedium wurden 5000
[mmol/l] [9/1]

Einheiten Liquemin, 1,1 g Glukose und
NaCl 90 5,21
022 g Pyruvat gegeben. Je nach  NaHco, 30 244
Versuchsgruppe wurde dem Perfusionss  KCl 4 0,37
medium 1,5 g Mannitol zugesetzt. Bel NaHPOLTHO 1 0.27
. o MgSO,T H,0 05 0,12

einem Volumen von 1 | Perfusionsésung
CaCl,2 H,0 36 0,53

betrug die Stoffmengenkonzentration des
EDTA 0,04 0,015

Mannitols 8,6 mM, was ener

hypoosmolaren Mannitolldsung entspricht (hyperosmaolar erst ab 10 mM (Poullis 1999)). Fir

einen Versuch wurden 500 ml Perfusiond6sung verwendet.

2.4 Experimentelles Protokoll

Die insgesamt 27 Kaninchenherzen wurden in 4 Versuchsgruppen eingeteilt:

1 Placebo-Gruppe (n=6)
2. DADLE-Gruppe (n=8)
3. Mannitol-Gruppe (n=7)

4, DADLE+Mannitol-Gruppe (n=7)

Nach der Préparation folgte eine 15 min Einschlagphase, in der sich das Herz an der

Apparatur stabiliseren konnte. Nach einer 15 min Kontrollphase bei einem Perfusionsdruck
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von 80 mmHg wurden die hamodynamischen GréRRen (HF, LV P, dP/dt, AoF, CF und AVDO,)
an auswerfenden, sowie an isovolumetrisch kontrahierenden Herzen (durch Abklemmen der
»Aorta') gemessen. Danach folgte eine 60 min Phase, zu deren Beginn bei den Gruppen 2 und
4 DADLE (430 nmol = 5 mg) gegeben wurde. Alle 15 min wurden die oben aufgefiihrten
GroRen bel auswerfenden und isovolumetrisch schlagenden Herz gemessen. Diese Phase
dauerte 60 min, um eventuelle, hdmodynamisch wirksame Effekte von DADLE oder Mannitol
vor der Ischamie zu erkennen und den gegebenen Substanzen eine gewisse Einwirkzeit zu
geben. Als Néachstes folgte eine 20 min lange, globale ‘No-Flow'-Ischamie, bei der der
Perfusionsdruck O mmHg betrug. Wahrend dieser Phase wurde der linksventrikulére Druck alle
5 min gemessen, um eine ischdmische Kontraktur des Ventrikels zu erfassen. In der folgenden
Reperfusionsphase betrug der Perfusionsduck wiederum 80 mmHg (- Abb.4). Die oben
genannten Grol3en wurden ale 15 min fr auswerfende und isovolumetrisch schlagende Herzen

gemessen. Die Reperfusion dauerte insgesamt 60 min.

Perfusionsdruck: 80 mmHg 0 mmHg 80 mmHg
15 min 60 min 20 min 60 min

Kontrolle (+ 430 nmol DADLE) No Flow - Ischamie Reperfusion

Abb. 4: Schema des Versuchsprotokolls. Je nach Versuchsgruppe wurde ein mit Mannitol ver setztes
Perfusionsmedium verendet und/oder nach der Kontrollphase die Substanz DADLE verabreicht.

2.5 Datenerfassung

Variable, Laborwerte, histologische Untersuchungen und Registrierung
Der Aortenflu3, der Koronarfluf3, der Perfusionsdruck, die arterio-vendse Sauerstoffdifferenz
und der linksventrikuldre Druck wurden kontinuierlich gemessen. Aus dem Drucksignal wurde
die Herzfrequenz, der systolische Spitzendruck (LV Prax), ds Mal3 fir den kontraktilen Zustand
die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dty.x) und as Mal3 fur die friihe Relaxation

dP/dt,, abgeleitet. Diese Variablen wurden kontinuierlich auf einem achtkanaligen
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Tintenschreiber (Typ 481, Brush) aufgezeichnet. Wahrend der interessierenden Phasen wurden
diese Variablen mit einer Papiergeschwindigkeit von 100 mm/s geschrieben. Simultan wurden
diese Variablen mit einem Computerprogramm (EASY DAT, (Britz, Sunderdiek, and Schipke
1992)) fur die spétere Analyse auf Festplatte gespeichert. Zuvor waren die Variablen mit einer
Frequenz von 300 Hz abgetastet und in einem Analog-Digital-Wandler (12 bit) digitalisiert
worden.

Es wurden regelméiig Blutgasanalysen durchgefihrt und der pH, pO, und pCO, bei
Bedarf korrigiert. Bei den Versuchsreihen 1 und 2 wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten des
Protokolls Perfusat fUr die Bestimmung von Troponin T entnommen, um eventuelle

irreversible Schaden zu entdecken.

2.6 Berechnungen und Statistik

Die hdmodynamischen Daten wurden mit Microsoft Excel 97° weiterverarbeitet. Der
Koronarwiderstand wurde aus dem koronararteriellen Druck und dem auf 1 g Feuchtgewicht
normalisierten Koronarflu ermittelt. Der myokardiale Sauerstoffverbrauch wurde nach dem
Fick'schen Prinzip aus dem normaliserten Koronarflu@ und der arterio-vendsen
Sauerstoffdifferenz errechnet. Als Index fir den externen Wirkungsgrad wurde das Verhéltnis
von Schlagarbeit zum myokardialen Sauerstoffverbrauch pro Schlag bestimmt. Die Schlag-
arbeit wurde aus dem linksventrikuléren Spitzendruck und dem Schlagvolumen berechnet.

Die Daten werden in Form von Mittelwert und Standardabweichung des Mittelwertes
dargestellt. Die statistische Analyse wurden SYSTAT® durchgefiihrt. Nichtischémische und
postischamische Werte und, wenn angebracht, Werte nach Gabe einer Substanz wurden
miteinander verglichen, wobei jede Gruppe von Herzen als eigene Kontrollgruppe fungierte.

Eine Ein-Wege-V arianzanalyse wurde benutzt, um die Effekte der Interventionen auf funktio-
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nelle und metabolische Variablen innerhalb der Gruppen zu vergleichen. Um den unter-
schiedlichen Einflul® einer einzelnen Intervention zu eliminieren, wurde eine Korrektur nach

Bonferroni durchgefihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikanter Unterschied gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Blutgasanalysen

Bel den Blutgasanalysen galt das Interesse vor allem dem pH-Wert und den
Elektrolyten Kalium und Calcium. Wéahrend des gesamten Protokolls zeigten der pH-Wert und
die Stoffmengenkonzentration von Kalium bei allen Versuchsgruppen einen weitgehend
konstanten Verlauf (- Tab. 2). Die Stoffmengenkonzentration von Calcium sank in der
DADLE-Gruppe im Verlauf des Protokolls kontinuierlich, wéahrend diese Grolde bei allen

anderen Versuchsgruppen wahrend des gesamten Versuches im wesentlichen unverandert

blieb.
Tab. 2: Ergebnisse der Blutgasanalysen wahrend der Versuche. Mittelwerte £ SEM.
Placebo DADLE Mannitol Mannitol
+DADLE
pH Kontrolle 7,42+0,01 7,37 +£0,03 7,36 £ 0,04 7,37 £0,03
60 min . 7,41+0,03 7,36+002 7,35+004 7,36%0,03
5 min Reperfusion 741 +0,04 7,36+0,04 7,38+0,04 7,36+0,01
15 min Reperfusion 7 43+0,04 7,36+0,02 7,37+0,06 7,37 +0,01
60 min Reperfusion  745+0,02 7,36+0,04 7,38+0,05 7,35+0,01
Kalium Kontrolle 4,67+0,13 4,81+0,15 4,90 + 0,08 4,92 + 0,20
(mmolf] 60 min . 4,67+0,13 4,83+0,17 4,90+0,05 4,96%0,32
5 min Reperfusion  470+0,10 4,90+0,20 4,93+0,06 4,80 +0,14
15 min Reperfusion 460+0,14 4,80+0,10 4,90+0,05  4,93+0,23
60 min Reperfusion  460+0,14 4,75+0,12 490+0,06  4,73+0,25
Calcium Kontrolle 2,30+0,09 2,03+0,34 2,40+0,11 230+0,11
(mmolf] 60 min . 2,29+0,04 1,93+0,33 240+0,11 2,28+0,08
5 min Reperfusion 227 +0,07 1,88+0,40 2,39+0,09 2,27+0,08
15 min Reperfusion 231 +0,04 1,76+0,05 237+0,08  2,27+0,08
60 min Reperfusion. 5 59+0,05 1,73+0,25  2,38+0,09 2,26 + 0,09
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3.2 Einfluf3 von DADLE und Mannitol auf die myokardiale Funktion vor der Ischamie
3.2.1 Systolische und diastolische, mechanische Funktion und Herzfrequenz

Innerhalb der 60 min vor der Ischdmie war die ventrikul&re Funktion in alen Versuchs-
gruppen stabil, ohne dal? signifikante Unterschiede zwischen den mit DADLE oder Mannitol
vorbehandelten Herzen und den nicht vorbehandelten Herzen (Placebo-Gruppe) bestanden.
Sowohl Herzfrequenz, AoF, LV Py, und dP/dt... waren in dieser Zeit durch DADLE und
Mannitol nicht beeinflul3t (- Tab. 3). Bei alen Versuchen waren LV P und dP/dt. an den
isovolumetrisch schlagenden Herzen stets grof3er, als an auswerfenden Herzen (- Tab. 3).

Tab. 3: Ergebnisse fur die systolische Funktion zu Beginn des Versuches (Kontrolle) und
nach 60 min, unmittelbar vor der Ischamie. Mittelwerte + SEM.

Placebo DADLE Mannitol Mannitol
+DADLE
HF [Schiage/min] Kontrolle 198 + 18 158 + 28 162+ 14 158 £ 16
60 min 193+ 7 164 + 34 164 + 34 152 +12
AoF [ml/min] Kontrolle 49 + 10 53+11 48 + 12 58 + 11
60 min 49 + 12 55+11 72+6 57+11
LVPmax [mmHg] Kontrolle 82 +7 87+8 93+6 100+ 7
Auswerfend 60min  76+6 87+6 94 +13 101+ 6
LVPax [mmHg] Kontrolle 139 + 22 141 + 12 151 + 16 152 + 19
Isovolumetrisch 60 min 147 + 38 129+ 9 146 + 6 141 +7
dP/dtmax [mmHg/min]  Kontrolle 1431 + 212 1490 + 324 1568 + 232 1597 + 504
Auswerfend 60 min. 1178 + 211 1375 + 344 1567 + 134 1421 + 250
dP/dtmax [mmHg/min]  Kontrolle 1705 + 329 1592 + 350 1546 + 592 1586 + 661
Isovolumetrisch 60 min 1766 + 998 1395 + 331 1609 + 150 1276 + 362

Auch die diastolische Funktion blieb Uber 60 min stabil und liel3 keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen erkennen. LVPy und
dP/dtyn blieben durch Mannitol oder DADLE unbeeinflufdt und blieben, wie in der Placebo-
Gruppe, Uber 60 min nahezu unverandert (- Tab. 4). Wie bei der systolischen Funktion waren
bei alen Versuchen LV Py und dP/dtey bel isovolumetrisch schlagenden Herzen grof3er als bel

auswerfenden Herzen.
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Tab. 4: Ergebnisse fur die diastolische Funktion zu Beginn des Versuches (Kontrolle) und
nach 60 min, unmittelbar vor der Ischamie. Mittelwerte + SEM.

Placebo DADLE Mannitol Mannitol

+DADLE

LVPgq [MmHQ] Kontrolle 2,0+ 3,4 0,5+0,3 25+28 14+18

Auswerfend 60 min  28+12 0,8+0,4 29+19 2,7+19

LVPgq [mMmHQ] Kontrolle 10,8 +4,7 7,8+1,77 10,7 £ 3,8 9,6 +29

Isovolumetrisch 60 min  10,5+4,3 8,7+276 11,5+ 4,0 9,3+272
-dP/dtmin [MmHg/min] Kontrolle 1241 + 293 1414 + 447 1306 + 190 1304 + 249
Auswerfend 60 min 1093 + 143 1586 + 562 1594 + 203 1346 + 205
-dP/dtmin [MmHg/min] Kontrolle 1468 + 303 1410 + 350 1493 + 530 1314 + 349
Isovolumetrisch 60 min 1573 £ 1007 1645 + 331 1552 + 308 1268 + 206

3.2.3 Sauerstoffverbrauch und Koronarfluf3

In den Gruppen, bel denen Mannitol eingesetzt wurde, war der Koronarflufd von Anfang
an hoher als in den beiden anderen Gruppen. Der Unterschied zwischen der Mannitolgruppe
und der Placebo-Gruppe war statistisch signifikant. Wahrend der folgenden 60 min kam es bel
alen Versuchsgruppen zu einem kontinuierlichen, leichten Riickgang des Koronarfluf3es (-
Tab. 5). Im Gegenzug nahm der koronare Widerstand und die AVDO, im selben Mal3e zu, so
dad der auf das Herzgewicht bezogene Sauerstoffverbrauch innerhalb 60 min nahezu
unverandert blieb (- Tab. 5).

Tab. 5: Ergebnisse fir den Koronarfluf3 und den Sauerstoffverbrauch zu Beginn des
Versuches(Kontrolle) und nach 60 min, unmittelbar vor der Ischamie.

Mittelwerte £ SEM,* p<0,05 vs. Placebo.

Placebo DADLE Mannitol Mannitol
+DADLE
CF Kontrolle 1,36 + 0,20 1,27 £ 0,26 1,81+0,42* 1,51 +0,45
[ml/min/g] 60 min 1,16 + 0,25 1,04 + 0,27 1,41 +0,31 1,14 + 0,26
CR Kontrolle 8,61 + 1,28 9,80+1,8 6,7 +1,52 9,99 + 2,26
E"'/mi"/mm 60 min 10,47 +£ 2,40 125+2,9 9,1+2,34 13,01 + 2,56
g
AVDO, Kontrolle 7,0+0,8 6,6 £ 0,6 6,1+0,7 6,2+1,0
[mi/dl] 60min  82+0,6 7,8+0,5 8,1+0,9 7,8+12
MVO, Kontrolle 0,10 + 0,02 0,08 + 0,02 0,09 + 0,01 0,11 + 0,03
[ml/min/g] 60 min 0,10 + 0,02 0,08 + 0,03 0,09 + 0,02 0,11+ 0,02
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3.2.4 Externer Wirkungsgrad

Der Wirkungsgrad war wahrend Kontrolle in den beiden DADLE-Gruppen héher as in
den beiden anderen Gruppen (n.s.). Die Werte in den einzelnen Versuchen blieben jedoch
innerhalb der 60 min vor der Ischdmie auf einem konstanten Niveau, mit Ausnahme der
Mannitol Gruppe, in welcher der Wirkungsgrad-Index nicht signifikant anstieg (- Tab. 6).

Tab. 6: Ergebnisse fiir den Wirkungsgrad zu Beginn des Versuches und nach 60 min,
unmittelbarvor der Ischamie. Mittelwerte £ SEM.

Placebo DADLE Mannitol Mannitol

+DADLE
WG Kontrolle 5,97 + 1,60 7,90 + 2,41 6,17 + 1,45 10,28 £ 1,21
[mmHg*mI SV / 60 min 5,53+1,22 8,95+ 1,56 9,06 + 2,36 10,82 £ 1,90

ml O,/min/Schlag]

3.3 Einfluf3 von DADLE und Mannitol auf die myokardiale Funktion wahrend der Ischamie
3.3.1 Ischamische Kontraktur

Wahrend der Ischdmie wurde in alen Herzen ein Verlust der systolischen Funktion und die
Ausbildung einer Kontraktur beobachtet. Diese Kontraktur lief3 sich Gber den diastolischen
Druck quantifizieren, der in den ersten 5 min nach I schémiebeginn schnell anstieg und nach ca.
10 min ein Plateau erreichte (- Abb. 5). Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen bestanden
Unterschiede in der Ausbildung der Kontraktur, wobei sich in der Placebo-Gruppe die
Kontraktur stérker ausbildete als in den vorbehandelten Herzen. Bei den mit DADLE plus
Mannitol perfundierten Herzen war die Kontraktur signifikant geringer, as in den anderen

Versuchsgruppen (- Abb. 5)
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80 4

60 4

—O— Kontrolle

20 4 —O0— DADLE
—/x— Mannitol

—4— DADLE + Mannitol

Beginn 5 min 10 min 15 min 20 min
Ischamie

Abb. 5. Ausbildung der ischamischen Kontraktur wahrend der Ischamie. Mittelwerte + SEM;
*p<0,05 vs. Kontrolle; # p<0,05 vs. DADLE+Mannitol

3.4 Einflul3 von DADLE und Mannitol auf die myokardiale Funktion in der Reperfusion
3.4.1 Systolische Funktion

Unmittelbar nach Beginn der Reperfusion kam es zu einer deutlichen Verschlechterung
der systolischen Funktion, die sich wahrend der Reperfusion zunehmend verbesserte und nach
60 min auf einem niedrigen Niveau stabilisierte (- Abb. 6 u. Abb. 7). Hierbei war die Funktion
aler vorbehandelten Herzen gegeniiber der Placebo-Gruppe verbessert, was vor alem im
Aortenfluld deutlich wird (- Abb. 6). Beim LV P fur die auswerfenden Herzen bestanden
geringe Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. An den isovolumetrisch
kontrahierenden Herzen der DADLE+Mannitol-Gruppe war LV Py bereits nach 30 min
gegeniber der Placebo-Gruppe signifikant verbessert. Nach 60 min erreichte der LV Py in der
DADLE+Mannitol-Gruppe wieder Ausgangswerte und war auch gegeniber der DADLE-

Gruppe und der Mannitol-Gruppe signifikant erhdht (auswerfend und isovolumetrisch;
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— Abb. 7). Diese waren gegentiber Placebo nur geringfligig verbessert (- Abb. 7).

Die Werte von dP/dt . bestétigen die Verbesserung der systolischen Funktion bei den
mit Mannitol und/oder DADLE vorbehandelten Herzen gegentiber den Herzen der Placebo-
Gruppe, wobel hier die Werte der einzelnen vorbehandelten Versuchsgruppen nicht
unterschiedlich waren. Aufféllig ist, dal3 es in der Placebo-Gruppe wéahrend der Reperfusion

unabhangig von der Kontraktionsform zu einer tendentiellen Abnahme und bei den anderen

Versuchsgruppen zu einer Zunahme von dP/dt. kam (- Abb. 7).

HF AoF
250 - 80 1
70
200 * * *
1 1 . 1
_ 150 1 <%
E £ 401
= £
100 30
20 1
50
10 4
0 0
Placebo DADLE Mannitol Mannitol+DADLE Placebo DADLE Mannitol Mannitol+DADLE
(] Kontrolle ] 30 min Reperfusion B 60 min Reperfusion

Abb. 6: Ergebnisse fur die systolische Funktion zu Beginn des Versuches (Kontrolle) und in der Reperfusion.
Mittelwerte + SEM; *p<0,05 vs. Placebo
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Placebo DADLE Mannitol MannitohDADLE Placebo DADLE Mannitol MannitohDADLE
(] Kontrolle ] 30 min Reperfusion B 60 min Reperfusion

Abb. 7: Ergebnisse fur die systolische Funktion zu Beginn des Versuches (Kontrolle) und in der Reperfusion.
Mittelwerte + SEM; *p<0,05 vs. Placebo, # p<0,05 vs. DADLE

3.4.2 Diastolische Funktion

Zu Beginn der Reperfusion war bei der Placebo-Gruppe die diastolische Funktion stark
beeintréchtigt, die sich durch eine reduzierte Relaxationsgeschwindigkeit (dP/dtyi,= Mal3 fur
die frihe Relaxation) und einen hohen linksventrikuléren Druck in der spéaten Diastole (LV Peg)
bemerkbar machte, was sowohl die auswerfenden als auch die isovolumetrischen GrofRen
betraf. Im Laufe der 60 min Reperfusion konnten sich die diastolischen Grof3en nur geringflgig
verbessern und so war dP/dty, nach 30 min noch stark reduziert und énderte sich von da an bis
zum Versuchsende kaum, und LVP blieb nach 30 min und nach 60 min auf einem hohen

Niveau (- Abb. 8). Unabhdngig von der Kontraktionsform blieb LVPy bei der Placebo-
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Gruppe gegeniber der Kontrolle erhoht, wahrend dieser Druck bei den anderen Gruppen die
Tendenz hatte, den Kontrollwert zu erreichen. DP/dtyi, war hierbel ebenfalls gegenlber der
Placebo-Gruppe verandert Bei der DADLE-Gruppe konnte dP/dt ., den Ausgangswert vor der
Ischémie schon nach 30 min Reperfusion wieder fast erreichen. Auch die mit Mannitol
behandelten und die mit DADLE plus Mannitol behandelten Herzen waren in der diastolischen
Funktion gegentiber den Herzen der Placebo-Gruppe deutlich verbessert. LV Py und dP/dtyin
zeigen in der Reperfusion eine annahernd gute diastolische Funktion, wie bel den Versuchen

der DADLE-Gruppe (- Abb. 8).

LVPeq auswerfend LVPegisovolumetrisch
40 4 40 4
35 4 35 4
30 1 30 1
25 4 25 4
£ £
€ 20 4 € 20
£ £
15 15
*
10 4 * * 10 4
0 0
Placebo DADLE Mannitol Mannitol+DADLE Placebo DADLE Mannitol Mannitol+DADLE
dP/dtmin auswerfend dP/dtmin isovolumetrisch
2500 1 2500 1
2000 * K 2000 *
*
*
© 1500 - © 1500 A
(=2 (=2
I I
£ £
€ 1000 - €1000 4
500 - 500 -
0 0
Placebo DADLE Mannitol Mannitol+DADLE Placebo DADLE Mannitol Mannitol+DADLE
(] Kontrolle ] 30 min Reperfusion B 60 min Reperfusion

Abb. 8: Ergebnisse fiir die diastolische Funktion zu Beginn des Versuches (Kontrolle) und in der Reperfusion.
Mittelwerte £ SEM; *p<0,05 vs. Placebo
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3.4.3 Koronarflufd und Sauerstoffverbrauch

Zu Beginn der Reperfusion war der Koronarfluld zunéchst stark erhoht, was sich darauf
zurlUckfuhren |&13t, dal? die Koronargefalde reaktiv auf die Ischamie weitgehend dilatiert waren.
Diese reaktive Hyperamie (Buckberg et a. 1972; Wilcken and Eikens 1974) war in alen
Gruppen zu beobachten: Nach 5 min betrug der Koronarflul in der Placebo-Gruppe 1,941+0,9
ml/min/g, in der DADLE-Gruppe 1,78+0,78 mi/min/g, bei der Mannitolgruppe 2,85+1,68
ml/min/g und in der Mannitol+DADLE-Gruppe 1,69+0,67 ml/min/g. Der Koronarflul3
stabilisierte sich innerhalb der ersten 10 min in der Reperfusion auf einem etwas niedrigeren
Niveau als der préischamische Kontrollwert. Danach kam es bei alen Versuchsgruppen
wahrend der gesamten Reperfusion zu einer zunehmenden Verringerung des Koronarflusses
(- Abb. 9). Nach 60 min war der Koronarflu3 durchschnittlich um ein Drittel gesunken.
Wahrend der gesamten Reperfusion war der Koronarflul3 in der Mannitol-Gruppe grol3er als
bei den anderen Gruppen, was nach 60 min Reperfusion auch statistisch signifikant wurde (-
Abb. 9). In dieser Gruppe war der Koronarflul3 jedoch schon vor der Ischamie signifikant
erhdht, so dal3 der relative Abfall in der spateren Reperfusion gegeniber den anderen
Versuchsgruppen nicht unterschiedlich war.

Der Sauerstoffverbrauch war im Gegensatz zum Koronarflul3, der unmittelbar nach der
| schémie einen maximalen Werte erreichte, zu Beginn der Reperfusion etwas niedriger als vor
der Ischamie und anderte sich in den folgenden 60 min nur noch wenig. Tendenziell stieg der
Sauerstoffverbrauch bei den vorbehandelten Herzen im Laufe der Reperfusion geringgradig an

und fiel in der Placebo-Gruppe ein wenig ab.
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Abb. 9: Ergebnisse fur den Sauerstoffverbrauch und den Koronarfluf3 zu Beginn des Versuches (Kontrolle)
und in der Reperfusion. Mittelwerte £+ SEM; *p<0,05 vs. Placebo

3.4.4 Externer Wirkungsgrad

In der Placebo-Gruppe war der Wirkungsgrad nach der 1schamie deutlich schlechter als
unter Ausgangsbedingungen. Selbst nach 60 min konnte keine wesentliche Verbesserung
beobachtet werden. Im Unterschied dazu war der Wirkungsgrad bei der DADLE-Gruppe und
bei der Mannitol-Gruppe nach 30 min Reperfusion deutlich grof3er als bel der Placebo-Gruppe,
und in den weiteren 30 min konnte eine zusétzliche Verbesserung erreicht werden, die zum
Zeitpunkt von 60 min nach Beginn der Reperfusion signifikant gegentiber der Placebo-Gruppe
war (- Abb. 10). Bei der DADLE+Mannitol-Gruppe war die Verbesserung des
Wirkungsgrades nach 30 min und nach 60 min Reperfusion noch deutlicher, als bei den
Versuchen in denen nur DADLE oder Mannitol verwendet wurden.

Da die préischamischen Kontrollen in den Versuchsgruppen bereits recht unterschiedlich
waren, wurden in einem weiteren Schritt (siehe Abb. 10) alle Ausgangswerte auf 100 %
gesetzt. Dabel ist, wie bei den absoluten Werten des Wirkungsgrades ebenfalls eine

Verbesserung in der Reperfusion bei den vorbehandelten Herzen zu sehen. Im Unterschied zu
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den absoluten Werten ist jedoch der Wirkungsgrad der DADLE+Mannitol-Gruppe gegentber

der DADLE- oder Mannitol-Gruppe nicht verbessert.

Wirkungsgrad Wirkungsgrad
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Abb. 10:  Absolute (links) und relative (rechts) Ergebnisse fur den Wirkungsgrad zu Beginn des Versuches

(Kontrolle) und in der Reperfusion Mittelwerte £ SEM; *p<0,05 vs. Placebo, # p<0,05 vs. DADLE

3.5 TroponinT

Troponin T
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Gewebeschadigung des Myokards. Die TnT-

Bestimmungen wurden nur fur die Placebo- 004

Kontrolle 60 min 5 min Rep 60 min Rep

und die DADLE-Gruppe fir folgende Abb. 11:Ergebnisse fir das gemessene Troponin T;
Mittelwerte + SD; Referenzbereich beim

Zeitpunkte  durchgefiihrt:  Beginn  des Menschen: < 01 ng/ml It. Labor
Universitatsklinik Dussel dorf

Versuches (Kontrolle), unmittelbar vor der

der

Ischémie (60 min) und in der frihen (5 min Rep) und spaten (60 min Rep) Reperfusion. Die

TnT-Konzentration stieg bel beiden Ver-suchsgruppen schon vor der Ischamie an, was bel der

Placebo-Gruppe etwas ausgepragter war (— Abb. 11). In der Reperfusion kam es bel der

Placebo-Gruppe zu einem weiteren TnT-An-stieg wahrend es bel der DADLE-Gruppe keine

nennenswerte Zunahme gab. Aufgrund der relativ hohen Standardabweichung in beiden
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Versuchsgruppen und aufgrund der Tatsache, dal3 nur in jeweils 4 Versuchen je Gruppe die

TnT-Konzentration gemessen wurde, wurde von einer statistischen Auswertung abgesehen.

3.6 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

In allen Versuchsgruppen gab es in der Zeit vor der Ischamie keine nennenswerten

Veranderungen der hdmodynamischen Variablen. In dieser Zeit ging lediglich der Koronarflufd
leicht zurlick, wahrend der myokardiale Sauerstoffverbrauch gleich blieb.
Die ischdmische Kontraktur bildete sich in den verschiedenen Gruppen unterschiedlich stark
aus, se war in der Placebo-Gruppe am stérksten. Die nur mit DADLE oder Mannitol
behandelten Herzen zeigten eine signifikant geringere Kontrakturausbildung als die Herzen der
Placebo-Gruppe. Eine weitere Reduktion der Kontraktur konnte durch den kombinierten
Einsatz von DADLE und Mannitol erreicht werden, wobel diese Ergebnisse sogar eine
signifikante Verringerung gegeniiber den mit DADLE oder Mannitol einzeln behandelten
Herzen zeigte.

Waéhrend der Reperfuson war die Ventrikelfunktion bei alen Versuchsgruppen
eingeschrankt, was bei der Placebo-Gruppe signifikant stérker als bei den anderen
Versuchsgruppen war, die untereinander nur teilweise statistisch signifikante Unterschiede
zeigten. Die Herzen der Mannitol+DADLE-Gruppe hatten die beste postischamische Funktion.
Diese Funktionsverbesserung gegentiber der Kontrolle betraf sowohl systolische als auch
diastolische GrofRen. Der Aortenflu3 war bei allen vorbehandelten Versuchsgruppen in der
Reperfusion besser, as bei den Kontrollherzen. Da die Herzfrequenz anndhernd gleich
geblieben ist, ist diese Zunahme vor alem auf ein erhdhtes Schlagvolumen bei den
vorbehandelten Herzen zurlckzufthren.. CF und MV O, énderten sich postischdmisch bei allen

Versuchsgruppen im gleichen Ausmal3: Zu Beginn der Reperfusion kam es zu einer maximalen
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Durchblutung des Myokards, die sich durch einen hohen Koronarflu3 ausdriickte. Diese
reaktive Hyperamie war nach 10 min rtcklaufig, und es stellte sich ein Koronarflul3 ein, der
unter dem préischamischen Niveau lag. Der MV O, zeigte postischamisch etwas niedrigere
Werte als préaischamisch. Wie beim Koronarflul3 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen V ersuchsgruppen.

Der kardide Wirkungsgrad bestétigte die hamodynamischen Ergebnisse in der
Reperfusion: Postischdamisch war der Wirkungsgrad bei den Versuchsgruppen, bei denen
Mannitol und/oder DADLE eingesetzt wurde signifikant hoher als bei den Herzen der Placebo-

Gruppe.
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte
4.1.1 Das Langendorff-Modell

Fur das arbeitende, isolierte Herz an einer modifizierten Langendorff-Anlage kdnnen im
Vergleich zu in situ Modellen stérende neurohumorale Einfliisse oder Interaktionen mit den
tbrigen Organen und dem peripheren Kreidauf nahezu ausgeschlossen werden. Damit lassen
sich unmittelbare kardiale Einflisse von Wirkstoffen eindeutiger analysieren, wie z.B. in
unserer Studie DADLE oder Mannitol. Andererseits konnen die gewonnenen Daten nur
eingeschrankt auf die in vivo Situation Ubertragen werden, und es missen durch das fehlende
Perikard und durch das Aufhéngen des Préparates Veranderungen der Ventrikelgeometrie in
Kauf genommen werden.

Im systemischen Kreidauf des verwendeten experimentellen Modells konnte der
linksventrikulére Spitzendruck bei auswerfenden Herzaktionen einen Betrag von 80 mmHg
nicht Uberschreiten, da die ,Nachlast“ aus einer definierten Wassersaule und einem Uberlauf
besteht. Verdnderungen der Ventrikelfunktion wurden daher durch die isovolumetrischen

Parameter [LV Py, LV Peg, dP/dt s, dP/dt,.] reprasentiert.

4.1.2 Perfusat

Das verwendete Perfusat sollte durch seine Zusammensetzung méglichst physiologische
Bedingungen erflillen. Die Perfusion mit einer Erythrozyten-Suspension bietet gegentiber einer
Perfusion mit Krebs-Henseleit-Losung ohne weitere Zusétze mehrere Vortelle: Zum einen
kommt es nicht zu einem interstitiellen Odem, wie es bei der Perfusion ohne Erythtrozyten und
ohne Albumin oft der Fall ist. Zum anderen ist das Sauerstoffangebot an das Herz und damit

auch die kontraktile Funktion erheblich verbessert. Ein Nachteil der Erythrozyten-Suspension
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ist die Gefahr einer Hamolyse, die vor allem bei der Perfusat-Aufbereitung entstehen kann. Als
Indikator fur eine Hamolyse-Entwicklung konnte die Kaliumkonzentration benutzt werden, die
mit den Blutgasanalysen vor und wéhrend der Versuche erfaldt wurde. Die konstante
Kaiumkonzentration von 4,8 = 0,1 mmol/l zeigte bel jeder Versuchsgruppe, dal3 es wahrend
der Versuche zu keiner nennenswerten Hamolyse kam. Dieser Befund war unabhéngig davon,
ob das Perfusat Mannitol enthielt, oder nicht. Der membranstabilisierende Effekt von Mannitol
auf die Erythrozyten (Gronow, Prechtel, and Klause 1989), wirkt sich also nicht nennenswert
auf das mit Mannitol versetzte Perfusat aus. Das lag zum einen daran, dal3 das Perfusat auch
ohne Mannitol kaum hamolytisch wurde und zum anderen, dal3 der membranstabilisierende
Effekt erst bei einer Konzentration von Uber 60 mM greift (Gronow, Prechtel, and Klause

1989), also bel Werten, die deutlich Uber der von uns verwendeten Konzentration (8,6 mM)

lag.

4.2 Einfluf3 von DADLE und Mannitol auf das nichtischamische Myokard

Es war das Zid der 60 min Perfusion vor Einsatz der Ischdmie, den gegebenen
Substanzen eine gewisse Einwirkzeit zu geben, und ihre Wirkung auf das normoxische Herz zu
erfassen, um die einzelnen Versuchsgruppen wéahrend der Ischdmie und Reperfusion sinnvoll
vergleichen zu konnen.

Unsere Ergebnisse zeigen keine nennenswerten, hamodynamisch wirksamen Effekte von
DADLE auf das nichtischamische, isolierte Myokard. In der Literatur wird immer wieder
beschrieben, dal3 vergleichbare Konzentrationen von DADLE im Saugetierorganismus einen
dem Winterschlaf dhnlichen Zustand herbeiftinren, der mit dem Zustand nach einer Applikation
des hibernation induction trigger (HIT = aus dem Serum winterschlafender Tiere gewonnene

Substanz) die DADLE sehr dhnlich ist - vergleichbar ist. Hierbei kommt es u.a. zu einer
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Abnahme der Herzfrequenz, zu einer Atemdepression und zur Hypothermie (Bolling et al.
1997). Die zentrale (cerebrale) Applikation von DADLE fihrt beim wachen Hund zu einer
Bradykardie, zur Hypoventilation mit erniedrigtem globalen Sauerstoffverbrauch und zu einem
erniedrigten Schlagvolumen bei unverandertem Blutdruck (Rosen, Cote, and Haddad G.G.
1989). Demgegentiber hat DADLE am isolierten Herz keinen mef3baren Einflu auf die
Herzfrequenz, den linksventrikuldren Druck oder Sauerstoffverbrauch, wie es viele Arbeiten
u.a. auch am isolierten Kaninchenherz zeigten (Bolling et al. 1997; Kevelaitis et al. 1999). Die
» Winterschlaf-induzierenden” Effekte von DADLE (z.B. Bradykardie) werden also vermutlich
Uber das zentrale Nervensystem und nicht Uber eine direkte Stimulation der myokardialen
0-Opioid-Rezeptoren vermittelt. Derartige Rezeptoren waren von uns in einer vorlaufigen
Studie mittels rtPCR nachgewiesen worden (Birkenkamp-Demtroeder and Schipke 1999).
Ubereinstimmend mit den Arbeiten anderer Arbeitsgruppen (Bolling et a. 1997; Kevelaitis et
al. 1999; Rosen, Cote, and Haddad G.G. 1989) zeigen unsere Ergebnisse, dal3d DADLE in den
verwendeten Konzentrationen keinen mef3baren Einfluld auf die Inotropie, die Chronotropie,
den Sauerstoffverbrauch oder den Koronargefé3tonus am normoxischen, isoliert perfundierten
Kaninchenherz hat. Die myokardialen &-Opioid-Rezeptoren scheinen also erst wahrend oder
nach einer Ischamie eine Rolle zu spielen und zwar im Sinne einer Kardioprotektion. So wurde
gezeigt, dal3 durch die Stimulation mit dem &;-Opioid-Agonisten TAN-67 Infarktareale am
Rattenherz verkleinert werden (Schultz et al. 1998). Andererseits lief3 sich die Haltbarkeit von
Herztransplantaten durch Zusatz von DADLE erheblich verléngern (Bolling et a. 1997).

In alen Versuchsgruppen beobachteten wir eine Abnahme des Koronarflusses bel steigender
AVDO, und konstantem Sauerstoffverbrauch Dieses Phénomen hatten wir bereits beli anderen

eigenen Arbeiten mit isolierter Perfusion von Kaninchenherzen an der Langendorff-Anlage
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gesehen. Dies deutet darauf hin, dal3 dieser Effekt auf methodische Aspekte zuriickzufihren
ist.

Die arrythmogenen Effekte von Opioiden werden offenbar nicht Uber &-Opioid-
Rezeptoren vermittelt und deshalb auch nicht von DADLE hervorgerufen (Wong, Lee, and Tai
1990). Unsere Ergebnisse bestéatigen diese Befunde: Nach Gabe von DADLE kam es weder zu
vermehrten Extrasystolen noch zu anderen Rhythmusstérungen

Auch der Einflu3 von Mannitol auf das nichtischamische Myokard wurde Uber die Dauer
von 60 min untersucht: Die Versuchsgruppen, in denen Mannitol eingesetzt wurde
(Mannitolgruppe und Mannitol+DADLE-Gruppe), waren praischamisch stabil und wiesen,
abgesehen von einer intial etwas erhohten Koronardurchblutung keine grof3en Unterschiede zu
den anderen Versuchsgruppen (Placebo-Gruppe und DADLE-Gruppe) auf. Von Mannitol ist
eine gewisse, vasodilatierende Eigenschaft bekannt (Dunphy et a. 1999), allerdings macht sich
dieser Effekt haufig erst postischamisch bemerkbar (Magovern et a. 1984). Andere
héamodynamisch wirksame Effekte sind in der Literatur nicht beschrieben, was mit unseren
Ergebnissen im Einklang steht.

In der Placebo-Gruppe gab es vor der Ischdmie keinen Unterschied zu den Werten der
anderen drei Versuchsgruppen. Die hamodynamischen und metabolischen GréfRen blieben
60 min lang stabil.

Die Ergebnisse wahrend der ersten 60 min vor der Ischamie stimmen also weitgehend mit
den Ergebnissen anderer Arbeiten Uberein und zeigen, daid in jeder Versuchsgruppe wahrend
dieser Zeit gleiche, stabile Ausgangsbedingungen vorlagen, so dal3 die vier Versuchsgruppen
wahrend der anschlief3end folgenden I schémie und Reperfusion sinnvoll miteinander verglichen

werden konnten.
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4.3 |Ischamische Kontraktur

Die Aushildung einer Kontraktur unter ischdmischen Bedingungen ist lange bekannt: Es
handelt sich dabei um eine Erhéhung der Steifigkeit des Myokards und eine damit verbundene
Zunahme des linksventrikuldren Druckes im Laufe einer globalen Ischémie. Diese Kontraktur
setzt ca. 5 min nach Beginn der Ischamie ein und erreicht nach etwa 15 min ein Plateau
(MacGregor et a. 1975). Klinisch erscheint die ischamische Kontraktur z.B. bel Bypass
Operationen als sog. ,stone-heart’ (Katz and Tada 1972): Hierbei erhtht sich die Steifigkeit
des Myokard im Laufe der Kardioplegie teilweise so stark, dai? eine Reperfusion im Anschlufl3
an die Kardioplegie erschwert ist, weil das koronare Gefal3system durch die Kontraktur
verschlossen wird (Cooley, Reul, Jr., and Wukasch 1975). Aul3erdem spielt die Ischamische
Kontraktur bei der Entstehung einer diastolische Dysfunktion frisch transplantierter Herzen
eine Rolle (Kevelaitis, Mouas, and Menasche 1996). Am isolierten Rattenherz war der zeitliche
Einsatz der ischamischen Kontraktur eng mit der Abnahme des intrazellularen ATP-Gehaltes
verbunden (Hearse, Garlick, and Humphrey 1977). Fir die Aushildung der Kontraktur wird ein
Mangel an intrazelluldren ATP verantwortlich gemacht, der sich nach | schémiebeginn einstellt
und der dhnlich wie beim rigor mortis die Aktin-Myosin-Hydrolyse verhindert (MacGregor et
a. 1975). Durch Erhthung des ATP-Angebots (z.B. durch Glukoseinfusion) oder
Erniedrigung des ATP-Bedarfs (z.B. durch Kardioplegie mit Kalium oder Hypothermie)
konnte eine Verzogerung der Kontraktur erreicht werden (Hearse, Garlick, and Humphrey
1977). Jungere Arbeiten konnten diesen Zusammenhang mit Hilfe von Kernresonanz-
Untersuchungen (Kupriyanov et al. 1988) bestétigen. Zusdtzlich lief3 sich durch Aufrecht-
erhaltung bestimmter ATP-Konzentrationen und entsprechende Berechnungen eine Schwelle
fur den intrazelluldren ATP-Gehalt bestimmen, bei dem die ischdmische Kontraktur einsetzt

(Owen, Dennis, and Opie 1990). Dieser Schwellenwert ist identisch mit dem intrazellularen
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ATP-Gehdlt, der bel Sistieren der anaeroben Glykolyse wahrend Ischamie vorliegt (nach
Verbrauch der Glykogenvorréte); in der Folge kommt es zu keinem weiteren Abfall des
intrazelluléren pH-Wertes (Kingdey et al. 1991).

Desweiteren wird auch eine Beteiligung von Kazium am Phénomen der ischamischen
Kontraktur diskutiert. Denn der zeitliche Einsatz der Kontraktur ist nicht nur ATP-abhéngig,
sondern die Amplitude der Kontraktur kann auch durch eine Senkung des intrazelluldren
Kaziums (z.B. durch Kalziumantagonisten) erheblich verringert werden (Hearse, Garlick, and
Humphrey 1977). Der Anstieg des intrazellularen Kaziums wéahrend einer Ischamie ist
ebenfalls abhéngig vom ATP-Gehalt in der Zelle: Wahrend einer |schamie kommt es zunéchst
zu einem Kalziumausstrom aus der Zelle und wenige Minuten spater zu einem massiven
Wiedereinstrom, der genau dann eintritt, wenn der zelluldre ATP-Gehalt der Zelle erschopft
ist, und es zur Kontraktur kommt (Schumacher et a. 1998). Fir die Entstehung der
Kontraktur wird also der ATP-Mangel verantwortlich gemacht, wéahrend die - auch durch
ATP-Mangel entstehende Kalzium-Uberladung in den Zellen eine verstarkende Funktion auf
die Kontraktur hat und teilweise zu einem weiteren ATP-Verbrauch fuhren kann. Der ATP-
Abfall und der Kalzium-Anstieg wahrend der Ischamie sind also eng miteinander verbunden
und sind beide fur die ischémische Kontraktur bedeutsam.

In der vorliegenden Studie konnte die Ausbildung der ischdmischen Kontraktur mit
DADLE oder mit Mannitol signifikant eingeschrankt werden. Einzeln angewendet verringern
beide Substanzen die ischamische Kontraktur nahezu vergleichbar. Durch die Kombination von
Mannitol und DADLE liel3 sich eine wetere Einschrénkung der Kontrakturausbildung
erreichten. Da DADLE und Mannitol die Kontrakturbildung gegentber Placebo zeitlich nicht
verzogerten, kann man davon ausgehen, dai die intrazelluldren ATP-Konzentrationen wahrend

der Ischdmie in alen Versuchsgruppen nicht unterschiedlich schnell abfalen. Die
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unterschiedliche Stérke der Kontrakturamplituden bei den einzelnen Versuchsgruppen &t
vermuten, dal3 Mannitol und DADLE die Kontrakturbildung Uber eine Erniedrigung des
intrazelluléren Kalziums beeinflussen.

Der additive Effekt von Mannitol und DADLE auf die Verringerung der Kontraktur I3t
vermuten, dald die Substanzen Uber unterschiedliche oder verschieden starke Mechanismen
wirken, die letztlich zu einer Verminderung des intrazelluldren Kalziums oder zu einer
Verbesserung des Gleichgewichts von ATP-Angebot und ATP-Bedarf in der Myokardzelle
fuhren.

Der Mechanismus von DADLE konnte dabei auf einer Offnung des ATP-sensitiven
Kaium-Kanals beruhen (Schultz et a. 1998), der einerseits zu einem Kaliumausstrom aus der
Zelle und damit Uber eine beschleunigte Repolarisation (Gross and Auchampach 1992) und
anderersaits Uber eine Aktivierung der Proteinkinase C zu einer Abnahme des intrazelluldren
Kazium fihren konnte (Wang and Ashraf 1999). Mannitol kénnte andererseits durch eine
Bindung von Hydroxyl-Radikalen eine Schadigung von Proteinen verhindern, die fir einen
verbesserten intrazelluléren ATP-Haushalt fuhren oder fur den Kaziumtransport der Zelle
wichtig sind. Uber freie Radikale wird beispielsweise berichtet, dai sie bestimmte myofibrillare
ATPasen schadigen (Robert, Ayoub, and Berson 1991), die Glykolyse hemmen (Bello-Klein et
a. 1997) oder Enzyme (z.B. ADP-Ribose) im Zellkern aktivieren kdnnen, die zu einem
vermehrten ATP-Verbrauch flhren (Schraufstatter et al. 1986). AuRerdem liel3 sich eine
Kontraktur durch Perfusion mit freilen Radikalen (H,O,) auddsen (Bello-Klein et al. 1997). Die
Wiederaufnahme von Kalzium in das Sarkoplasmatische Retikulum wird durch die freien
Radikale (Oxid- und Hydroxyl-Radikale) gehemmt, indem Transportenzyme, wie z.B. die Ca
ATP-ase, geschadigt werden, so dal3 es zu einer Kaziumiberladung im Sarkoplasma kommt

(Matsubara and Dhalla 1996) (Okabe 1998)). Dieser Effekt konnte auch durch Mannitol
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verhindert werden (Morris and Sulakhe 1997). Ein solcher postulierter Wirkmechanismus setzt
jedoch voraus, dal3 es schon wahrend der Ischamie und nicht erst wahrend der Reperfusion zur
Bildung freler Radikale kommt. Eine Erklérung daftr kénnte sein, dal3 die Herzen schon vor
der Ischdmie eine Stunde lang mit Mannitol perfundiert wurden und in dieser Zeit eine
Radikalbildung verhindert werden konnte. Andererseits kdnnte Mannitol nicht Uber die
Bindung freier Radikale wirken, sondern Uber seine osmotischen Eigenschaften interstitielle
Odeme verhindern, die eine Kontraktur verstarken konnten. Dem wirde alerdings
widersprechen, dal3 die verwendeten Mannitol-Konzentrationen zu niedrig waren, um
osmotisch wirksam zu sein. Dafir sprechen auch die am Versuchsende gemessenen
Herzgewichte zwischen den einzelnen Versuchsgruppen, die sich nicht signifikant voneinander
unterschieden (Mannitol-behandelte Herzen: 6,3 £ 1,4 g vs. Herzen ohne Mannitol: 6,8 £ 1,2
9).

Insbesondere zeigen die Ergebnisse, dal3 beide Substanzen bereits wahrend der |schamie
wirksam sind und offenbar den Kalzium- und ATP-Haushalt in der Zelle glnstig beeinflussen.
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dal3 eine Verbesserung der postischamischen Dysfunktion
durch DADLE und Mannitol in der Reperfusion eine Folge einer intraischamischen Protektion
sein konnte und nicht nur auf eine Verminderung von Schaden zurtickzufiihren ist, die erst in
der Reperfusion entstehen. Diese Aussage steht in einem gewissen Kontrast zu der
traditionellen Interpretation des myokardialen Stunning, nach der die — vor allem durch freie
Radikale verursachten - Schaden ganz Uberwiegend erst wahrend der Reperfusion entstehen
(Bolli et al. 1989). Jedoch ist ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Ausmal3 einer
Kontrakturbildung und der nachfolgenden kontraktilen Funktion nur bedingt zu treffen: Zwar
korreliert das Ausmald der Kontraktur bei vielen Arbeiten mit der postischémischen Funktion,

dennoch zeigen Arbeiten, die eine Kardioprotektion mittels Ischdmischer Prékonditionierung
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durchgefuihrt haben, auch einen umgekehrten Zusammenhang (Kolocassides, Galinanes, and
Hearse 1996): Es kommt zur starken und frihen Kontrakturausbildung, wéhrend die
kontraktile Funktion gegenliber einer Kontrollgruppe mit geringerer Kontrakturbildung nicht
verschlechtert war. Als Urasche dafir wurde ein Glykogenverbrauch wahrend der kurzen
prakonditionierenden |schamiephasen angenommen, wodurch es zu einen schnelleren ATP-
Verbrauch in der langen Ischamiephase und deshalb zur schnelleren Kontrakturausbildung
kam. Sollten die in der vorliegenden Studie verwendeten Substanzen die Kontraktur Uber eine
Senkung des intrazelluldren Kalziums verringert haben, dann ist die Ausgangssituation vor
Beginn der Reperfusion bei den Herzen die eine geringere Kontraktur zeigen - und deshalb eine
geringere intrazelluldre Kalziumkonzentration aufweisen - sicherlich besser, da fir das
Myokardiale Stunning auch eine Kalzium-Uberladung in der frilhen Reperfusion verantwortlich
gemacht wird (Carrozza et al. 1992; Kusuoka et a. 1987; Kusuoka and Marban 1992; Marban
et a. 1990). Fur diesen Fal kdnnte man von einer Protektion schon wahrend der |schamie
sprechen. Die Tatsache, dal3 DADLE oder andere d-Opioide nur dann kardioprotektiv wirksam
sind, wenn sie vor der Ischémie gegeben werden und nicht erst zu Beginn der Reperfusion,

bestétigt dies (Kevelaitis et al. 1999).

4.4 Einflufd von DADLE und Mannitol wahrend der Reperfusion
4.4.1 Kontraktile Funktion

Es sollte vor alem untersucht werden, ob DADLE einen glnstigen Einflul3 auf die
postischamische, kontraktile Funktion hat, und ob es durch eine Bindung der freien Radikale
mittels Mannitol zu einer weiter gesteigerten Kardioprotektion kommt. Dies wirde Hinweise
darauf geben, inwiefern sich die Wirkungsweisen der beiden Substanzen erganzen, und wirde

dazu beitragen, die Mechanismen des myokardialen Stunnings besser zu verstehen.
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Die postischamische Dysfunktion machte sich in den vier Versuchsserien vor alem
dadurch bemerkbar, daid in Ubereinstimmung mit der Literatur (Bolli and Marban 1999) zu
Beginn der Reperfusion die systolische und die diastolische Funktion massiv eingeschrankt
war. Sowohl bei der auswerfenden als auch bel der isovolumetrischen Kontraktion waren der
linksventrikulére Spitzendruck, die Druckanstiegsgeschwindigkeit und das Schlagvolumen
vermindert. Der enddiastolische Druck war erhdht wéahrend die Herzfrequenz nahezu
unbeeinflut blieb. Dieses myokardiale Stunning ist zwar reversibel, hadlt aber bel
unbehandelten Herzen in der Regel Uber Stunden und Tage an (Bolli and Marban 1999).

Dieses Phanomen war insbhesondere bei der Placebo-Gruppe zu beobachten. Im
Gegensatz dazu war die Erholung bei der DADLE- und der Mannitolgruppe in vielen
systolischen und diastolischen Mef3grofien signifikant verbessert, woraus man schlief3en kann,
dad die verwendeten Substanz kardioprotektiv wirken. Am deutlichsten a3t sich diese
Aussage Uber den Aortenflul? festmachen, der in beiden Versuchsgruppen gegeniber der
Placebo-Gruppe nach 60 min Reperfuson mehr as das Dreifache betrug. Auch dP/dt., as
Mal} fur den kontraktilen Zustand war bel den behandelten Herzen gegentiber der Placebo-
Gruppe sSignifikant verbessert, wahrend der linksventrikuldre Spitzendruck nur in der
kombinierten Mannitol+DADLE-Gruppe gegentiber Placebo signifikant verbessert war.
Herzen, die mit DADLE oder Mannitol einzeln behandelt wurden, entwickelten also in der
Reperfusion nicht unbedingt einen hoheren linksventrikuldren Spitzendruck, sondern erreichten
diesen Druck schneller (dP/dtn.). Die Zunahme des Aortenflues der DADLE- und
Mannitolgruppen ist ein wichtiges Ergebnis, denn die Perfusion des Korperkreidaufes ist nicht
nur vom Blutdruck sondern auch vom Herzzeitvolumen abhéngig. In der Kombinationsgruppe
(DADLE + Mannitol) ist nicht nur der Aortenflu® nach 60 min Reperfusion gegeniiber der

Placebo-Gruppe dignifikant erhdht, sondern auch der linksventrikuldare Spitzendruck
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(auswerfend und isovolumetrisch), der bereits nach 60 min Ausgangswerte erreicht hatte.
DADLE und Mannitol sind hier also additiv wirksam, was dazu fuhrt, dald das Herz - im
Gegensatz zur Placebo-Gruppe - nach 60 min Reperfuson wieder en erhdhtes
Herzzeitvolumen und einen hohen Blutdruck aufrechterhalten kann, was V oraussetzungen fir
eine suffiziente Perfusion des K érperkreislaufes sind.

Die diastolischen Grofien bestétigen die kardioprotektiven Eigenschaften von DADLE
und Mannitol: Die frihe Relaxation (dP/dt») war durch DADLE und Mannitol gegeniber der
Placebo-Gruppe verbessert. Der deutlich erhthte linksventrikulére, enddiastolische Druck in
der Placebo-Gruppe macht eine starke Einschrénkung der spdten Relaxation deutlich, die durch
DADLE und Mannitol erheblich geringer ausgepragt war, wodurch es zu einer verbesserten
Fullung des Ventrikels kam welche zu einer Erhdhung des Schlagvolumens beitragen kann .
Ein additiver Effekt von DADLE und Mannitol fur die diastolischen Funktion war jedoch nicht
vorhanden.

Die Ergebnisse zeigen, dald DADLE und Mannitol sowohl die systolische als auch die
diastolische Funktion in der Reperfusion im Sinne einer Kardioprotektion glinstig beeinflussen.
Die kardioprotektiven Eigenschaften der beiden Substanzen werden durch viele andere Studien
bestétigt: Mit o-Opioid-Agonisten wie DADLE ist moglich, die Haltbarkeit wvon
Herztransplantaten (Kaninchen) erheblich zu verlangern und deren kontraktile Funktion nach
der Transplantation zu verbessern (Bolling et al. 1997); dieser Effekt war unabhangig von der
Temperatur des Perfusates (Schwartz et al. 1999). Auf’erdem konnte sowohl mit dem
unselektiven Morphin as auch mit dem selektiven &;,—Opioid-Agonisten TAN-67, ene
Verkleinerung von Infarktarealen erreicht werden (Schultz, Hsu, and Gross 1996; Schultz et al.
1998). Auch an isolierten Myokardzellen konnte eine kardioprotektive Wirkung von Morphin

nach einer simulierten Ischamie (Zellen in einem anoxischen Medium) nachgewiesen werden,

38



die durch Naoxon, einem unselektiven Opioid-Antagonist aufgehoben werden konnte (Liang
and Gross 1999). Desweiteren spielen Opioid-Rezeptoren auch bel der Ischamischen
Prékonditierung eine Rolle (Schultz, Hsu, and Gross 1997), da es durch deren Blockade
mittels Naloxon zu einer Abschwachung der prakonditionierenden Wirkung der kurzen
| schémiephasen kommt (Chien and van Winkle 1996).

Die kardioprotektive Wirkung des Mannitols wurde schon in verschiedenen Modellen
beschrieben. Sowohl am normothermen, ischamischen Herz, as auch beim hypothermen,
kardioplegischen Herzen fihrt Mannitol zu einer Verbesserung der postischamischen Funktion
(Willerson et al. 1972) (Ouriel et a. 1985) (Magovern et a. 1984). Daher wird Mannitol
bereits klinisch eingesetzt. Wegen seiner osmotischen Eigenschaften (Pravention kardialer
Odeme), aber auch wegen der Eigenschaft als Radikalfanger, wird es im Rahmen der
Herzchirurgie den kardioplegischen Losungen (z.B. Bretschneider-Losung) hinzugefiigt
(Dunphy et a. 1999) (Poullis 1999).

Die Wirkungsmechanismen von DADLE und Mannitol sind unterschiedlich. DADLE
wirkt Uber eine direkte Stimulation des &-Opioid-Rezeptors (Schultz, Hsu, and Gross 1998) an
der Myokardzelle (Liang and Gross 1999), wodurch es tiber bestimmte G-Proteine zum Offnen
des ATP-sensitiven Kalium-Kanals (Schultz et al. 1998) und zur Aktivierung der Proteinkinase
C (Miki, Cohen, and Downey 1998) kommt. Dieser Mechanismus wird auch bei der
I schémischen Prekonditionierung diskutiert, da einige Studien durch eine Blockade der Katp-
Kandle mittels Glibenclamid eine Aufhebung des kardioprotektiven Effektes erreichen konnten
(Bernardo et a. 1999; Schulz et al. 2001), der normalerweise durch die kurzen I schdmiephasen
bei der Ischamischen Prakonditionierung entsteht. Die Wirkung von DADLE entspricht also
einer pharmakologischen Prakonditionierung. Die ATP-abhangigen Kalium-Kandle sind bel

physiologischen, zelluléren ATP-Konzentrationen geschlossen und 6ffnen sich, sobad die
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ATP-Konzentration in der Zelle sinkt, wie es wahrend einer Ischamie der Fall ist (Noma 1983).
Dies fuhrt Uber verschiedene Mechanismen zu einer Senkung des intrazelluldren Kalziums
(Gross and Auchampach 1992). Nach einer Hypothese wird eine Kalzium-Uberladung als
Ursache fur das myokardiale Stunning verantwortlich gemacht (Kusuoka et a. 1987), (Marban
et al. 1990), (Kusuoka and Marban 1992). Esist denkbar, dal3 der kardioprotektive Effekt der
Opioide auf der Senkung des intrazellularen Kalziums durch Offnen der Karp-Kanale bei schon
physiologischen ATP-Konzentrationen noch vor der Ischamie beruht, oder da3 das
physiologische Offnen der Karp-Kandle wahrend der Ischamie durch DADLE verstérkt oder
begiingtigt wird. Auch das Aktivieren der Proteinkinase C kann einer Kalzium-Uberladung
entgegenwirken (Wang and Ashraf 1999). Die ischémische Kontraktur wurde durch DADLE
deutlich in ihrer Amplitude gesenkt. Daraus kénnte man schlief3en, dal?3 der Kazium-Gehalt
schon wéhrend der 1schdmie gesenkt werden konnte (- Diskussion: |schamische Kontraktur).
Diesist ein Hinweis darauf, dal3 die Kardioprotektion durch DADLE schon vor oder wahrend
der Ischamie stattfindet, was auch bestdtigen wirde, dal3 d-Opioide nicht protektiv wirken,
wenn sie erst zu Beginn der Reperfusion gegeben werden (Kevelaitis et al. 1999).

Im Gegensatz dazu wirken antioxidative Substanzen wie Mannitol auch kardioprotektiv,
wenn man sie unmittelbar zu Beginn der Reperfusion gibt (Bolli et al. 1989) (Bolli et al. 1990),
well sie freie Radikale binden, die zu Beginn der Reperfusion entstehen (Bolli et al. 1988), und
die nach einer weiteren Hypothese als Ursache fur das myokardiale Stunning diskutiert werden
(Bolli et al. 1987; Bolli et al. 1989; Farber et al. 1988; Gross et al. 1986; Koerner, Anderson,
and Dage 1991; Myers et a. 1985; Myers et a. 1986; Przyklenk and Kloner 1986). Die
osmotisch wirksamen Eigenschaften des Mannitols scheinen bei der Kardioprotektion eine
untergeordnete Rolle zu spielen (Ouriel et al. 1985) (Magovern et al. 1984).

Well sich die kontraktile Funktion durch zwei sehr unterschiedlich wirkende Substanzen

40



wie DADLE und Mannitol verbessern 183, handelt es sich beim myokardialen Stunning
vermutlich um ein multifaktorielles Geschehen , das sowohl vor als auch nach der Ischémie
beeinfluf3bar ist. DADLE, der &Opioid Agonist, wirkt schon vor der Ischamie im Sinne einer
pharmakologischen Prakonditionierung Uber einen Rezeptor, der an der Zellmembran
lokalisiert ist, und Uber seine secondmessenger auf den intrazelluléren Stoffwechsel. Mannitol
hingegen ist im extrazellularen Milieu wirksam, indem es die unmittelbar nach der Ischamie
entstehenden freien Radikale abfangt und somit den Reperfusionsschaden vermindert, der als
Hauptursache fur die postischémische Funktion verantwortlich gemacht wird (Bolli et al.
1989). Beides fuhrt zu einer nahezu vergleichbaren Verbesserung der postischémischen
Funktion.

Im Gegensatz zur bisherigen Literatur sollte mit dieser Studie auch untersucht werden,
ob es durch die Kombination der beiden unterschiedlichen wirkenden Substanzen mdglich ist,
die postischdamische Funktion erganzend zu verbessern, also durch eine pharmakologische
Praékonditionierung mittels DADLE — und somit durch die Verringerung eines Ischamie-
Schadens, wie er neben des Reperfusionsschadens in der Pathogenese des Myokardialen
Stunnings verantwortlich gemacht wird (Bolli and Marban 1999) - und durch eine
Verringerung des Reperfusionsschadens mittels Mannitol. Diese Kombination fuhrte auch
tatsachlich zu einer weiteren Verbesserung, die aber auf die systolischen Mef3grofien
beschrankt war. Dieser additive Effekt war wahrend der Reperfusion allerdings nicht so
deutlich , wie es wahrend der Ischamie bei der ischdmischen Kontraktur der Fal war .
Immerhin ist es jedoch in dieser Studie mit der Kombination von DADLE und Mannitol
moglich gewesen, sowohl den linksventrikularen Spitzendruck (auswerfend und
isovolumetrisch) nach 60 min Reperfusion auf den Ausgangswert vor der Ischdmie zu

verbessern— Da auch der Aortenfluf3 in der Reperfusion signifikant verbessert war, scheint eine
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Kombination von &-Opioid-Agonisten und Radikalfangern durchaus auch eine klinische
Relevanz zu haben (s. Diskussion: Klinische Aspekte). Aul3erdem bestétigt dies, dal? die beiden
Substanzen unterschiedliche kardioprotektive Wirkungsmechanismen haben, die in die
Pathogenese des myokardialen Stunning erganzend eingreifen.

Es ist denkbar, dal3 fur die effektive kardioprotektive Wirksamkeit der Opioide das
zelluldre Enzymsystem in der Reperfuson unversehrt sein mul3, was durch Mannitol
gewdhrleistet wird, indem es vor Schaden durch freie Radikale schiitzt. Freie Radikale haben
die Eigenschaft, Enzyme zu schadigen, die u.a. mit der Aufrechterhaltung der Kalzium-
hombostase (Matsubara and Dhalla 1996) (Okabe 1998)- und damit mit einem System im
Zusammenhang stehen, auf das auch die Opioide Uber den Karp-Kana und Uber die
Proteinkinase C Einflul3 nehmen (Gross and Auchampach 1992; Schultz et a. 1998) (Wang
and Ashraf 1999). Einige Studien beschreiben auch eine ursachliche Beteiligung freier Radikale
an der Entstehung der Kalzium-Uberladung, indem die Aktivitat von Kalziumpumpen im
sarkoplasmatischen Retikulum durch freie Radikale erheblich reduziert wird. Die dabel
verursachte Dysfunktion des sarkoplasmatischen Retikulums fuhrt zu einem erhthten
Kaziumeinstrom in das Sarkoplasma und damit zur Kalziumiberladung (Kaneko, Beamish,
and Dhalla 1989; Kaneko, Elimban, and Dhalla 1989). Dieser Effekt konnte u.a. durch
Mannitol verhindert werden. Auflerdem konnen freie Radikale direkt die kontraktilen
Filamente in den Herzmuskelzellen schadigen, wodurch es zu einer verminderten
Ansprechbarkeit auf Kalzium und somit zu einer Verschlechterung der kontraktilen Funktion
kommt (Bolli 1990).

Obwohl sich die kardioprotektiven Eigenschaften von DADLE und Mannitol gegen-
seitig erganzen, kam es dennoch zu einer postischamischen Dysfunktion. Dieser Befund spricht

daftir, dal3 es sich bei der Pathogenese des myokardialen Stunnings um ein sehr kompliziertes
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und verzweigtes System handelt. Entsprechend sind viele Aspekte dieses Phanomens noch
ungeklart . Einige Faktoren der Pathogenese konnten nicht ndher untersucht werden, z.B. die
Rolle, die eine verminderte Ansprechbarkeit der Myofilamente gegentiber Kalzium spielt, die
als weitere Hypothese bel der Entstehung der postischdamischen Dysfunktion diskutiert wird
(Gao et al. 1995) (Korbmacher et a. 1995). Die Untersuchung dieses Faktors konnte in den
Versuchen dieser Studie nur indirekt und theoretisch geschehen: Laut heutigen Hypothesen
bildet die veranderte Kalzium-Sensitivitdt der Myofilamente die Endstrecke der Pathogenese
des Myokardialen Stunnings(Bolli and Marban 1999). Es wird davon ausgegangen, dal freie
Radikale und durch Kalzium-Uberladung entstandene Kalzium-aktivierte Proteasen — sog.
Calpaine — zu einer Schadigung von Troponin | (Gao et a. 1997) und zu dieser verminderten
Kazium-Sengitivitdt der Myofilamente fuhren (Bolli and Marban 1999), welche fur die
verminderte postischamische Funktion verantwortlich ist. Durch eine Reduzierung der
Kaziumiberladung und die Bindung von freien Radikalen in dieser Studie wurde dieser Faktor
indirekt beeinflufl3t. Diese Ergebnisse fligen sich gut in die heutigen Hypothesen Uber die
Pathomechanismen des myokardialen Stunnings ein.

Mit Mannitol und DADLE konnte Uber zwei unterschiedliche Wirkungsmechanismen die
postischamische Funktion verbessert werden. Die gegenseitige Verstarkung bel  der
Kombination beider Substanzen zeigt, dal3 ein multimodales Eingreifen Gber unterschiedliche
Wirkungsmechanismen die Kardioprotektion verstéarken kann, was viele Aspekte der

Pathogenese des myokardialen Stunnings bestétigt und erhellt.

4.4.2 Koronarfluf3, Sauerstoffverbrauch und Wirkungsgrad
Beim myokardialen Stunning kommt es nicht nur zu einer eingeschrankten, kontraktilen

Funktion, sondern auch zu charakteristischen Verdnderungen des Geféldtonus und des
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Myokard- Stoffwechsels (Schipke et al. 1996). Diese beinhalten eine reaktive Hyperamie (hoher
Koronarflu? unmittelbar nach Beginn der Reperfusion), eine Reduktion des KoronarfluRes
wahrend der weiteren Reperfusion, einen geringflgig reduzierten bis gleichbleibenden
Sauerstoffverbrauch und eine erhebliche Einschrénkung des kardialen Wirkungsgrades
(Schipke et al. 1996).

Die kardioprotektiven Eigenschaften der verwendeten Substanzen sollten in dieser Studie
auch auf diese Aspekte hin untersucht werden. Insbesondere sollte geklart werden, ob die
Verbesserung der postischamischen Funktion durch DADLE und Mannitol auf einer
Veranderung des KoronarfluRes beruht, ob die verbesserte postischamische Funktion von
einem erhdhten Sauerstoffverbrauch begleitet ist, und ob es zu Veranderungen des kardialen

Wirkungsgrades kommt.

KoronarfluB. In alen Versuchsgruppen war der Koronarflu@ und der myokardiae
Sauerstoffverbrauch in den ersten 5 min nach Reperfusionsbeginn massiv angestiegen (reaktive
Hyperamie). Dieses Phanomen war in jeder Versuchsgruppe zu beobachten und beruht auf
einer maximalen Koronargefal3dilation als Folge der vorrausgegangenen Ischamie (Wilcken
and Eikens 1974). Im weiteren Verlauf der Reperfusion kam es dann be alen
Versuchsgruppen zu einer Reduktion des Koronarfluf3es auf ein Niveau, das deutlich unterhalb
der praischamischen Werte lag. Diese Einschrénkung des KoronarfluRes, welche in der
Literatur mehrfach beschrieben worden ist, ist mit einer eingeschrénkten Koronarreserve
assoziiert (Bolli, Triana, and Jeroudi 1990) und wird auch als mikrovaskulares Stunning
bezeichnet (Bolli, Triana, and Jeroudi 1990). Mdgliche Ursachen dafir sind eine veranderte
endotheliale Dysfunktion (Kiowski et al. 1994) (Kaweit et a. 2001) oder eine Bildung von

intergtitiellen Odemen, die die Mirkozirkulation beeinflussen (Schipke et al. 1996) (Sunnergren
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and Rovetto 1987) (Jennings and Reimer 1983). Der KoronarfluR sank im Verlauf der
Reperfusion bei allen Versuchsgruppen etwa gleich stark, war aber in der Mannitolgruppe nach
60 min signifikant héher, as in den anderen Versuchsgruppen. Allerdings war auch der
Kontrollwert vor der Ischdmie in dieser Versuchsgruppe signifikant hdher, als bei den beiden
anderen Gruppen, so dal3 der relative Abfal in der Reperfuson gegeniiber den anderen
Versuchsgruppen nicht unterschiedlich war (- Abb. 9)

Mannitol soll vasodilatierend wirken (Dunphy et al. 1999), eine Eigenschaft, die vor
allem in der Reperfusion zur Geltung kommt (Magovern et al. 1984). In den beschriebenen
Studien wurde jedoch im Gegensatz zur vorliegenden Studie eine héhere (z.T. hyperosmolare)
Mannitol-Konzentration eingesetzt, und so ist der vasoldilatorische Effekt dort deutlicher
ausgepragt als in dieser Studie, was dafur spréache, dald Mannitol in hyperosmolaren
Konzentrationen einer Odembildung entgegenwirkt, die enen  erhdhten
Koronargeféd3widerstand zur Folge hétte (Schipke et al. 1996). AuRerdem wére es denkbar,
dal3 Mannitol durch Bindung von freien Radikalen einem Endothelschaden entgegen wirkt, der
wahrend der Reperfusion entsteht. In der DADLE+Mannitol-Gruppe ist kein vasodilatorischer
Effekt zu beobachten. Da viele Wirkungen von Mannitol stark dosisabhangig sind (Dunphy et
al. 1999), konnte es sein, dal3 die Dosis von Mannitol nicht ausreichend war, um bei allen
Herzen den KoronarfluR zu erhdhen, so dal3 es nur in ener Versuchsgruppe beim
Kontrollwert, 60 min vor der Ischamie und in der Reperfusion, 60 min nach der Ischamie zu
einer signifikanten Steigerung des KoronarfluRes kam.

Uber die Wirkung von 3-Opioid-Agonisten auf den GefaRtonus ist bislang bekannt, daf?
DADLE-Amid, ein DADLE-Derivat, ab Konzentrationen von 10* M an der Pia mater eine
Dilatation audost (Wahl 1985). Niedrigere Konzentrationen (also in denen physiologisch

vorkommender Opioide im Liquor vorliegen) I6sten keine Vasodilatation aus. Hoéhere
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DADLE-Konzentrationen (z.B. 10 M) lésen an isolierten Herzen ebenfalls keine Zunahme
des Koronarfluf3es aus, und zwar weder wéahrend einer normoxischen Kontrolle, noch wéhrend
einer Reperfusion (Kevelaitis et a. 1999). An isolierten Aortenstreifen zeigte der selektive &-
Agonist DPDPE in Konzentrationen bis zu 10° M keinen EinfluR auf den GefaRtonus (Parra et
a. 1995), im Gegensatz zu p-Opioid-Agonisten, die eine Vasokonstriktion audosten.
Allerdings wurde die vasokonstriktive Wirkung von Noradrenalin durch &-Opioid-Agonisten
verstarkt (Parra et a. 1995). Diese Arbeiten zeigen, dal3 es in hohen Konzentrationen eine
vasodilatierende Wirkung durch Opioide in Gefé3en des ZNS gibt, im peripheren Kreidauf
zeigen U-Opioid-Agonisten dagegen eine ebenfalls konzentrationsabhangige, vasokonstriktive
Wirkung, und &-Opioid-Agonisten keine direkte vasoaktive Wirkung. In der vorliegenden
Studie war deshalb eine Veranderung des Gefallwiderstandes (die Konzentration von DADLE
lag bei ca. 10" mol/l) nicht zu erwarten, wie es auch die V ersuchsergebnisse bestétigen.

Es ist mit den verwendeten Substanzen also nicht gelungen, den erhdhten Koronar-
gefédBwiderstand in der Reperfusion zu senken. Daraus kann gefolgert werden, daf3 die
Verbesserung der postischamischen Dysfunktion durch DADLE nicht auf der Ebene der
Koronargefé3e im Sinne einer verbesserten, postischdmischen Durchblutung des Myokards
stattfindet (Laxson et al. 1989), sondern direkt auf der Ebene der Kardiomyozyten wirkt. Auch
die kardioprotektive Wirkung des Mannitols ist in den verwendeten Konzentrationen nicht auf
einer Erhdhung des KoronarfluRes zurtickzuftihren, da dieser erst in der spaten Reperfusion

(60 min) in der Mannitolgruppe signifikant hoher war, als in den anderen V ersuchsgruppen.

Sauerstoffverbrauch und Wirkungsgrad. Der Sauerstoffverbrauch war in der Reperfusion bel
alen Versuchsgruppen gegentiber den Werten vor der | schamie etwas erniedrigt. Zwischen den

einzelnen Versuchsgruppen bestanden nur tendentielle Unterschiede, so dald sich der
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Sauerstoffverbrauch in der Reperfusion bel allen Versuchen auf einem gleichen Niveau hielt. In
der Placebo-Gruppe ist die kontraktile Funktion erheblich verschlechtert, so dald3 der
Sauerstoffverbrauch inadadquat hoch war. Es wird also mehr Sauerstoff verbraucht, als fur die
mechanische Funktion der Kardiomyozyten benétigt wird. Dieses Phénomen ist fir das
myokardiale Stunning typisch und wird auch als metabolisches Sunning bezeichnet (Schipke
et al. 1996).

Der myokardiale Sauerstoffverbrauch setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen,
die ale as Ursache fir die relative Zunahme in der Reperfusion diskutiert werden: Der
Sauerstoffverbrauch beim leerschlagendem Herzen, der sich aus dem Sauerstoffverbrauch fir
den basalen Stoffwechsel und dem Sauerstoffverbrauch fur die elektromechanische Kopplung
zusammensetzt und der Sauerstoffverbrauch, der fir die Kontraktion des Myokards benétigt
wird (Suga et al. 1983; Suga et al. 1988) (Laster et al. 1989; Laxson et a. 1989; Schipke et al.
1995). Die Sauerstoffverschwendung findet vermutlich auf der Ebene der elektromechanischen
Kopplung und des kontraktilen Apparates statt (Laster et al. 1989; Schipke et al. 1998). Gegen
eine Uberproportionale Zunahme des basalen Sauerstoffverbrauch sprechen Untersuchungen an
postischamischen Herzen, in denen diese GrofRe nicht angestiegen war (Schipke et al. 1998).
Als mogliche Mechanismen fur den ineffizienten Sauerstoffverbrauch werden Stérungen des
Kazium-Haushaltes in der Zelle diskutiert (Krause, Jacobus, and Becker 1989; Kusuoka and
Marban 1992) (Laster et al. 1989).

Gegenlber der Placebo-Gruppe ist in den anderen V ersuchsgruppen die postischamische,
kontraktile Funktion erheblich verbessert und der Sauerstoffverbrauch nur tendenziell erhoht,
so dal3 bel diesen Herzen der Sauerstoff effizienter in kontraktile Arbeit umgesetzt wurde.

Um die Effizienz des Umsatzes von Sauerstoff in die &ulere Herzarbeit zu quantifizieren

wurde ein Index fUr den externen Wirkungsgrad (=Schlagarbeit/Sauerstoffverbrauch) be-
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rechnet. Da es bei den Kontrollwerten vor der |schamie bereits grof3e Unterschiede gab, wurde
bei jeder Versuchsgruppe der Anfangswert als 100% festgelegt (— Abb. 10). Die prozentualen
Werte zeigen deutlich, dal3 im stunned Myokard ein Mi3verhdtnis zwischen der Herzarbeit
und der daflr eingesetzten Energie besteht. Vor alem in der Placebo-Gruppe ist dies sehr
deutlich ausgepragt: Der kardiae Wirkungsgrad erreicht hier nach 60 min Reperfusion nur 20
% des préischamischen Ausgangswertes. Die anderen Gruppen erzielen zu diesem Zeitpunkt
bereits ca. 80 % ihres Ausgangswertes und sind untereinander nicht verschieden. DADLE und
Mannitol erhthen also ungefahr gleich stark den externen Wirkungsgrad nach 60 min
Reperfusion und verbessern die postischdmische Funktion nicht auf Kosten eines erhéhten
Sauerstoffverbrauches, wie es z.B. bel positiv inotropen Substanzen der Fal ist (Rooke and
Feigl 1982)).

Die Verbesserung des kardialen Wirkungsgrades ist eine weitere Komponente der
Kardioprotektion. Durch die Kombination beider verwendeten Substanzen konnte bei den
relativen Werten des Wirkungsgrades (s Abb. 10) allerdings keine weitere Steigerung erreicht
werden. Dieser fehlende additive Effekt 1a3t vermuten, dal3 beide Substanzen Uber den gleichen
Mechanismus den externen Wirkungsgrad verbessern, z.B. durch eine Verbesserung der
Kazium-Homoostase, deren Stérung fur den inadaguat hohen Sauertoffverbrauch in der
Reperfusion verantwortlich gemacht wird (Krause, Jacobus, and Becker 1989; Kusuoka and
Marban 1992) (Laster et al. 1989). Da beide Substanzen das myokardiale Stunning
unterschiedlich beeinflussen (DADLE uber Offnen des Karp-Kanal und Mannitol als
Radikalfanger), bei der Verbesserung des Wirkungsgrades aber ein gemeinsamer M echanismus
angenommen werden kann, ist es zu Uberlegen, ob dieser Mechanismus mit der Endstrecke der
Pathogenese des Stunnings (Verdnderung der Kalzium-Sensitivitdt durch freie Radikale oder

Calpaine — - Diskussion: Kontraktile Funktion) assoziiert ist, auf die beide Substanzen Uber
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ihre Wirkungskaskade Einfluf3 nehmen koénnen. Denkbar wére z.B., dald durch die Protektion
der Myofilamente der Sauerstoff besser in kontraktile Arbeit umgesetzt wird, wodurch es

schliefidlich zu einer Steigerung des kardialen Wirkungsgrades kommt.

45 TroponinT

Mit der Messung von Troponin T sollten erganzend Aussagen Uber die protektive
Wirkung von DADLE auf mégliche irreversible Schédigungen der Herzen gemacht werden.
Troponin T gilt als Marker fur Schadigungen der Kardiomyozyten (Y amahara et a. 1993), und
seine Bestimmung eignet sich sowohl klinisch z.B. bei der Diagnostik des akuten Herzinfarktes
(Katus et al. 1991; Katus and Muller-Bardorff 1997; Rottbauer et al. 1996) (Rottbauer et al.
1996; Stubbs et al. 1996) as auch zum Erfassen von kardialen Schéden im Tiermodell, z.B. bei
isoliert perfundierten Herzen (O'Brien et a. 1997; Remppis et al. 1995; Yamahara et a. 1993).
Troponin T scheint spezifischer und sensitiver zu sein, als andere kardiale Enzyme, die klinisch
gemessen werden (z.B. CK-MB oder LDH) (Mair et a. 1991) (Katus et a. 1991). Der
Referenzbereich beim Menschen wird in der Literatur unterschiedlich angegeben. Einige
Autoren fordern, dal3 bei gesunden Menschen kein Troponin T im Serum mef3bar sein sollte
(Katus et al. 1989), bei anderen Studien liegt der Bereich bei unter 0,1 ng/ml (Rottbauer et al.
1996) oder unter 0,5 ng/ml (Mair et al. 1991). Das Labor der Universitatsklinik Disseldorf,
das in der vorliegenden Studie die Troponinwerte bestimmte, gibt einen Referenzbereich von
unter 0,1 ng/ml an. Nach einem transmuralen Herzinfarkt sind bei Menschen Werte zwischen 7
— 110 ng/ml gemessen worden (Katus et al. 1989). Diese Zahlen kénnen bel den vorliegenden
Versuchen nur als Orientierungswerte dienen. Die gemessenen Troponinwerte dieser Studie
befinden sich in einem Wertebereich (zwischen 0,2 und 0,8 ng/ml), der mit anderen Arbeiten, in

denen ebenfalls mit isolierten, reperfundierten Herzen gearbeitet wurde, Ubereinstimmt
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(Kawakami et al. 1999; Remppis et al. 1995).

Die Ergebnisse zeigen, dal? es bereits vor der Ischamie (60 min nach Kontrolle) in beiden
Versuchsgruppen zu einem leichten Anstieg von Troponin T kommt, was in der Placebo-
Gruppe etwas deutlicher ausgepragt ist als bei der DADLE-Gruppe. Dieser Anstieg kann als
Folge von geringfligigen Schaden wahrend der Praparation und der in-vitro-Perfusion der
Herzen interpretiert werden. In der Reperfusion wird der Unterschied zwischen den beiden
Versuchsgruppen noch gréRer. Statistische Aussagen Uber diese Unterschiede sind allerdings
nur bedingt méglich, da nur Werte von 4 Herzen pro Versuchsgruppe vorliegen. Trotzdem
kénnen die Troponin T-Werte erganzend zu den bisherigen Ergebnissen verwendet werden:
Sie bestdtigen die kardioprotektiven Eigenschaften von DADLE, die bereits bei der
kontraktilen Funktion und beim Wirkungsgrad gezeigt werden konnte. Auf3erdem weisen die
Ergebnisse der Troponin T-Bestimmungen darauf hin, dald DADLE auch eine protektive
Eigenschaft auf irreversible Schaden der perfundierten Herzen hat. Ein derartiger Effekt ist bei
einem anderen &-Opioid-Agonisten (TAN-67) bekannt, mit welchem sich, im Rahmen einer
pharmakologischen Prékonditionierung Infarktgebiete erheblich verkleinern lief3en (Schultz et

al. 1998; Schultz, Hsu, and Gross 1997).

4.6 Klinische Aspekte

Obwohl die klinische Relevanz der postischamischen Dysfunktion zur Zeit kontrovers
diskutiert wird,(Baer and Erdmann 1998; Bolli, Hartley, and Rabinovitz 1991; Futterman and
Lemberg 2000)gibt es Hinweise darauf, da’3 dieses Phanomen in vielen Bereichen der
Kardiologie bzw. Herzchirurgie eine wichtige Rolle spielt. Dies betrifft Ereignisse, bei denen es

zu ener kurzzeitigen lschamie mit anschlieRender Reperfusion kommt, z.B. Bypass-
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Operationen, die PTCA, der Akute Myokardinfarkt mit fruhzeitiger Lysetherapie, bei der
instabilen Angina pectoris, wahrend Herztransplantationen, bei der chronischen,
linksventrikuléren Dysfunktion und bel der arbeitsinduzierten Ischamie (Bolli 1998). Im
Rahmen dieser Ereignisse kann es zu einer postischamischen verschlechterten Herzfunktion
kommen (Bolli 1998).

Besonders bei Bypass-Operationen wird eine verschlechterte, postoperative
Herzfunktion nicht selten beobachtet, was besonders bel Riskopatienten, die z.B. aufgrund
eines akuten Herzinfarkt von Beginn an eine schlechte ventrikuldre Funktion haben, auch mit
einer erhohten Mortalitét assoziiert ist (Bolli 1992). Hierzu gibt es zahlreiche Studien, die
zeigen, dal3 nach Bypass-Operationen bis zu 90 % der Patienten postoperativ eine
verschlechterte Herzfunktion haben, die sich innerhalb 24 - 48 h wieder zuriickbildete (Gray et
a. 1979; Sugiura et a. 1998; Sugiura and Yamashita 1998) (Breisblatt et a. 1990). Eine
solche, eingeschrankte Herzfunktion kann besonders bei Risikopatienten umfangreiche,
therapeutische Interventionen notwendig machen, wie z.B. eine pharmakologische Therapie
mit positiv inotrop wirksamen Substanzen oder eine mechanische Unterstiitzung des Herz-
Kreidauf-Systems (Bolli 1992) Eine adaguate Therapie oder Préavention fir diese
postischamische Dysfunktion wére deshalb bei Risikopatienten sehr wiinschenswert.

Unter klinischen Bedingungen kann das Phdnomen Stunning als Ursache fir diese
verschlechterte Herzfunktion nur schwer von anderen moglichen Ursachen abgegrenzt werden.
So kann z.B. eine stille Ischamie (Ischamie, die zwar vorhanden, aber mit klinischen Methoden
nicht nachweisbar ist), die gleiche reduzierte Herzfunktion verursachen, oder es kann
myokardiale Hibernation vorliegen, wobei es zu einer reduzierten Herzfunktion infolge einer
eingeschrankten Koronarperfuson kommt (Heusch 1998) (Bolli 1998). Das Phanomen

Stunning ist einerseits in zahlreichen Experimenten nachgewiesen und beschrieben worden
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(Bolli and Marban 1999), andererseits ist es unter klinischen Bedingungen bisher nicht
gelungen, einen eindeutigen Nachweis fur dieses Phdnomen beim Menschen zu erbringen. Das
Hauptproblem besteht darin dal3 eine reversible, verschlechterte Herzfunktion und eine
vollstandig wieder hergestellte Koronarperfusion gleichzeitig nur schwer nachzuweisen ist.

Auch wenn es schwierig ist, am Menschen eine postischamische Dysfunktion im Sinne
des myokardialen Stunnings wie im Tiermodell nachzuweisen, gibt es mehrere Hinweise
darauf, dal3 es sich oft um dieses Phanomen handeln kénnte: So hédlt die postoperative
Dysfunktion bei Bypass-Operationen oft Stunden bis Tage an, so wie es fir das myokardiae
Stunning beschrieben ist (Bolli 1992). AuRBerdem verbesserten Substanzen wie Adenosin
(Mentzer, Jr. et a. 1997) oder Vitamin E (Yau et al. 1994), die sich schon im Tiermodell im
Rahmen des myokardialen Stunning as kardioprotektiv erwiesen haben, die postoperativ
verschlechterte Funkton erheblich . Desweiteren wurde das myokardiale Stunning in
zahlreichen Saugetierspezies anhand unterschiedlicher Modelle beschrieben, und es gibt keinen
Grund daflr, warum es diese Phanomen beim Menschen nicht geben sollte.

Die Ergebnisse dieser Studie haben gezeigt, dald es mdglich war, im Tierexperiment das
myokardiale Stunning mit zwei verschiedenen Substanzen zu verbessern. Dies betrifft vor allem
die postischamische ventrikulére Funktion und den den kardialen Wirkungsgrad. Mit
Kombination der beiden Substanzen konnte bereits 60 min nach Reperfusionsbeginn eine 100
%ige Verbesserung des linksventrikuldren Druckes und ein ausreichend hoher Aortenfluf3
erreicht werden — und das bel einem nahezu gleichgebliebenen Sauerstoffverbrauch. Es wére
also zu Uberlegen, ob ein klinischer Einsatz dieser Substanzkombination sinnvoll waére.
Mannitol wird bereits wegen seiner osmotischen Eigenschaften in kardioplegischen Ldsungen
bei Bypass-Operationen verwendet. Auch in niedrigen Dosen — wie die Ergebnisse dieser

Studie zeigen — ist Mannitol eine wirksame, kardioprotektive Substanz. Ein wichtiges Ergebnis
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dieser Studie ist, dal3 die Kardioprotektion, die durch Mannitol erreicht wird, durch &-Opioid-
Agonisten wie DADLE noch gesteigert werden kann. Das bedeutet, dal3 es sinnvoll sein
konnte, bei Bypass-Operationen &-Opioid-Agonisten zusétzlich zum Mannitol einzusetzen.
Dies konnte beispielsweise im Rahmen der Anéasthesie geschehen. Die in der Anésthesie zum
Einsatz kommenden Opioide wie z.B. Fentanyl haben keine &-agonistische Wirkung sondern
stimmulieren zum groften Teil den p-opioid-Rezeptor (Kevelaitis et al. 1999). Es wére also
sinnvoller, bel Bypass-Operationen Anésthetika einzusetzen, die zusétzlich eine d-agonistische
Wirkung haben, und somit das Herz zusétzlich zum Mannitol, das sich in der kardioplegischen
Losung befindet, schiitzen, so wie es in dieser Studie gezeigt werden konnte. Da die
Kardioprotektion von DADLE uber das Offnen von Karp-Kanal stattfindet, wére auch ein
Einsatz von Substanzen denkbar, die diesen Kanal direkt oOffnen, wie z.B. Nicorandil
(Menasche et a. 1995) oder Diaxozid (Garlid et al. 1997). Bisher wird nach Bypass
Operationen die verschlechterte Funktion mit positiv inotropen Medikamenten behandelt.
Diese haben jedoch den Nachteil, den Sauerstoffverbrauch des Herzens zu erhéhen, was in
dieser Studie bei DADLE und Mannitol nicht der Fall war.
Im Gegensatz dazu scheint eine Anwendung von DADLE bei akuten Ereignissen - wie der
akute Myokardinfarkt mit friihzeitiger Revaskularisierung - weniger sinnvoll zu sein. Die beim
akuten Myokardinfarkt applizierten Opioide wie z.B. Morphin, die den Patienten schmerzfrei
machen und ihn sedieren sollen, haben zwar eine Uber den d&-Rezeptor vermittelte,
kardioprotektive Wirkung (Schultz, Hsu, and Gross 1996), jedoch kommt diese Wirkung hier
zu spédt zur Anwendung, da die Kardioprotektion nur dann erreicht wird, wenn die Substanz
schon vor dem ischamischen Ereignis gegeben wird (Kevelaitis et al. 1999).

Ein weiteres Anwendungsgebiet von DADLE ist der Einsatz bei Herztransplantationen.
Auch hierbei kommt es postoperativ zu einer verschlechterte Herzfunktion, die besonders
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davon abhangig ist, wie lange das Herz gelagert wurde (Bolli 1992). Im Tiermodell konnte die
Haltbarkeit von Herztransplantaten durch den Einsatz von DADLE bereits um ein Vielfaches
verlangert und die spatere ventrikulére Funktion dieser Herzen erheblich verbessert werden
(Bolling et al. 1997). In einigen Transplantationdésungen, wie z.B. die Celsior-Losung, wird
auch Mannitol eingesetzt (Sugiura et a. 1998). Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie
lant sich ableiten, dal3 ein Einsatz von DADLE auch bei Herztransplantaten die mit solchen,
Mannitol-haltigen Ldsungen behandelt werden, einen zusétzlichen, protektiven Effekt haben
konnte. Eine Verlangerung der Transplantat-Haltbarkeit hat nicht nur den Vorteil, dal3 die
postoperative Funktion gesteigert werden kann, sondern auch, dai3 die Organe langer gelagert
und damit Uber weitere Strecken transportiert werden kénnen.

Innerhalb dieser Studie konnten die kardioprotektiven Eigenschaften von zwel Sub-
stanzen belegt werden, deren klinischer Einsatz in der Herzchirurgie denkbar und im Rahmen
von kardioplegischen Lésungen oder innerhalb der Anasthesiologie interessant ware. Auch eine
Kombination von DADLE und Mannitol kdnnte sich in der klinischen Anwendung bewahren,
da beide Substanzen in dieser Studie einen additiv wirksamen Effekt auf das postischdmische,

isolierte Herz hatten.



5 Zusammenfassung

An 27 isolierten Kaninchenherzen wurde untersucht, ob der d-Opioid-Agonist DADLE und der
Radikalfanger Mannitol kardioprotektiv. wirken, und ob auch eine Kombination beider
Substanzen sinnvoll ist. Dartiber hinaus sollten Rickschliisse auf den Pathomechanismus der
postischamischen Dysfunktion (=myokardiales Stunning) und Uber die Wirkungsweise von
DADLE gezogen werden. Dazu wurden die Herzen an einer Langendorff-Anlage mit einer
Erythrozyten-Suspension isoliert perfundiert und nach einer Einschlagphase von 60 min einer
20 min globalen, No-Flow’ -Ischamie ausgesetzt, worauf eine 60 min lange Reperfusionsphase
folgte. Vor der Ischamie und zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Reperfusion wurden
am auswerfenden und am isovolumetrisch schlagenden Herzen HF, AoF, LV Py, dP/dtmu,
LV Py, dP/dtmin, CF, und AVDO, gemessen und daraus der myokardiale Sauerstoffverbrauch
MV O, und der externe Wirkungsgrad E.« berechnet. Zusétzlich wurde die Aushildung einer
ischamischen Kontraktur quantifiziert. Die Herzen wurden in 4 Gruppen eingeteilt: 1.
Kontrollgruppe: Keine Gabe von Substanzen; 2. Gabe von DADLE in das Perfusat; 3. Gabe
von Mannitol in das Perfusat; 4. Gabe von Mannitol und DADLE in das Perfusat. Bei allen
Versuchsgruppen kam es postischamisch zu einer Einschrankung der kontraktilen Funktion,
die in ihrer Auspragung bei der Placebo-Gruppe signifikant stérker war (sowohl systolisch als
auch diastolisch) als bei den anderen Versuchsgruppen. Diese zeigten untereinander nur wenige
statistisch signifikante Unterschiede. Die beste postischamische Funktion hatten die Herzen der
Mannitol+DADLE- Gruppe. CF und MVO, éanderten sich postischamisch bei  alen
Versuchsgruppen im gleichen Ausmal3, ohne dal3 signifikante Unterschiede vorlagen. Die
ischamische Kontraktur, die sich bei alen Herzen wahrend der 1schémie ausbildete, war bei der
DADLE-Gruppe und der Mannitol-Gruppe signifikant geringer als bei der Placebo-Gruppe und
in der DADLE+Mannitol-Gruppe am geringsten. Eo« war postischamisch bel  den
Versuchsgruppen, bei denen DADLE und/oder Mannitol eingesetzt wurde signifikant hdher als
bei der Placebo-Gruppe. Alle Ergebnisse zeigen, da3 sowohl DADLE als auch Mannitol
kardioprotektive Eigenschaften haben. Die Kombination beider Substanzen fuhrt bel der
ischamischen Kontraktur zu einem additiven, kardioprotektiven Effekt. In der Reperfusion
zeigt die Kombination von DADLE und Mannitol nur in einigen Mef3groRen (systolische
Funktion) eine Verbesserung gegentber den Einzelsubstanzen. Da diese in ihren
Wirkungsmechanismen unterschiedlich sind (Mannitol ist Radikalfanger und DADLE offnet
ATP-sensitive Kaliumkandle), kann man davon ausgehen, dald3 der Pathomechanismus des
myokardialen Stunning eine gemeinsame Endstrecke besitzt, die sowohl Uber die Bindung
durch freie Radikale (durch Mannitol) und tiber das Offnen von ATP-sensitiven Kaliumkanélen
in gleicher Weise beeinfluft werden kann. Die Wirkung von DADLE &3t sich durch das
zusétzliche Binden von freien Radikalen teilweise verbessern. Dies scheint ein Hinweis darauf
zu sein, dal3 der Wirkungsmechanismus von DADLE das myokardiale Stunning Uber einen
Eingriff in den Kalzium-Haushalt der Zelle und nicht Uber die Reduktion von freien Radikalen
beeinflufldt. Fir beide Substanzen, die bereits wegen anderer Eigenschaften klinisch genutzt
werden, wéare zusédtzlich ein klinischer Einsatz im Rahmen ihrer kardioprotektiver
Eigenschaften denkbar, z.B. als Additiv in kardioplegischen L dsungen.
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