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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Myokardiale Ischamien kénnen in Abhangigkeit von Dauer und Ausmal} akute
ventrikulare Dysfunktionen und schliel3lich irreversible Schadigungen hervorrufen. Da
Herzfrequenz, Diastolendauer, Kontraktilitdt, Wandspannung, Perfusionsdruck und
Koronardurchblutung die wesentlichen Determinanten des myokardialen Oo-
Verbrauchs und -Angebots darstellen [1;2;3;4], erscheinen alle Substanzen, die eine
oder mehrere dieser Variablen gunstig verandern kdnnen, prinzipiell fir die Therapie
der ischamischen Herzerkrankung geeignet. Hierbei beeinflusst hauptsachlich die
Herzfrequenz den myokardialen Energiebedarf [5] und deshalb sollte eine wie auch
immer induzierte Bradykardie den myokardialen Sauerstoffverbrauch reduzieren [6].
Im wesentlichen besteht die Therapie der Myokardischamie aus zwei
Medikamentengruppen via Bradykardie: R-Blocker (z.B. Metoprolol [7], Carvedilol [8],
Atenolol [9]) und Ca**-Antagonisten (z.B. Verapamil [10], Diltiazem [11]). Sowohl
Kontraktilitat als auch Herzfrequenz werden durch R-Blocker reduziert [9;12]. Ca®'-
Antagonisten reduzieren ebenfalls Kontraktilitdt und Herzfrequenz [13], erhdhen aber
gleichzeitig das Sauerstoffangebot fur das ischamische Myokard durch Senkung des
koronararteriellen Widerstands [14]. Trotz der bekannten klinischen Effekte in der
Therapie koronarer Herzerkrankungen ist die Gabe von RB-Blockern und Ca®*-
Antagonisten aufgrund ihrer negativ inotropen Eigenschaften nicht problemlos [15].
Spezifisch bradykarde Substanzen wie z.B. Alinidin, Falipamil und Zatebradin senken
selektiv die Herzfrequenz [15]. Diese Substanzen haben relativ geringe kardio-
vaskulare Nebenwirkungen im Hinblick auf die myokardiale Kontraktilitat, die
Arrhythmogenitat und den Blutdruck. Gemeinsam ist den spezifisch bradykarden

Substanzen die Auslosung einer Sinusbradykardie uber eine Blockade von I
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Kanalen [16]. Trotz hinreichend belegter und ermutigender, an verschiedenen Tier-
modellen [17;18;19], sowie in klinischen Studien an Patienten mit koronarer Herz-
krankheit [20;21] gewonnenen Ergebnissen, fanden diese Substanzen aufgrund
unerwarteter Nebenwirkungen und enttauschender Wirksamkeit bei stabiler Angina
pectoris [22] bisher keine breitere Anwendung und somit keinen Einzug in die Klinik.
Grinde liegen eventuell in uneinheitlichen Resultaten hinsichtlich des kontraktilen
Status, der Spezies und der Dosis [23]. Die Suche nach hoéher potenten, langer wirk-
samen spezifisch bradykarden Substanzen fluhrte zur Neuentwicklung von Cilobradin
(DK-AH 269), das bereits in Tierversuchen getestet wurde [24;25]. Es gibt bisher
keine publizierten Daten zu Auswirkungen von Cilobradin auf Funktion, Gefa3tonus
und Sauerstoffverbrauch des Myokards, insbesondere nicht fur das postischamisch
reperfundierte Myokard. Weiterhin finden Untersuchungen mit neu entwickelten
spezifischen l--Kanal-Blockern Interesse, weil bisher untersuchte spezifisch brady-
karde Substanzen mit zentralnervésen Nebenwirkungen einhergingen, die eine
breitere Anwendung verhinderten. Zumindest aus tierexperimentellen Daten zur
Pharmakologie des Cilobradin kdnnen Nebeneffekte auf das Zentralnervensystem,
den Gastrointestinaltrakt und die Nierenfunktion ausgeschlossen werden [24;25].

In einer friheren Studie mit saliner Lésung perfundierten, isolierten Kaninchenherzen
wurde Uber eine dosisabhangige Herzfrequenzreduktion durch Cilobradin berichtet,
wahrend die systolische Funktion primar unverandert blieb [26]. Eine ahnliche Studie
mit Blut-perfundierten, isolierten Kaninchenherzen bestatigte die bradykarden Eigen-
schaften von Cilobradin. Parallel zur maRig reduzierten Kontraktilitat war der
myokardiale Sauerstoffverbrauch vermindert, wahrend die Koronardurchblutung pro

Herzschlag unverandert blieb [27].
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In der vorliegenden Studie an insgesamt 24 Blut-perfundierten Kaninchenherzen
wurden Eigenschaften von Cilobradin am postischamisch reperfundierten Herzen
untersucht. Die Ergebnisse wurden mit einer Serie mit dem Ca?*-Antagonisten
Verapamil (Isoptin) in einer Dosierung verglichen, die eine vergleichbare
Reduzierung der Herzfrequenz nach sich zog. Beide Serien wurden zusatzlich mit
einer Kontrollserie (nur Placebo) verglichen. Eine Dosierung in einer Konzentration
von 10 M Cilobradin stellte sich als sehr effektiv beziiglich der Frequenzreduktion
heraus, da es bei hdheren Dosierungen (10 M) zu massiven Einschriankungen der
Herzfunktion kommt [26;27]. Wir entschieden uns fur die Untersuchungen am
isolierten Herzen, um den Effekt der Substanz ohne stérende Interaktionen mit

zentralen oder peripheren Regulationsmechanismen zu prifen.
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2 MATERIAL UND METHODIK

Die durchgeflhrten Experimente wurden aufgrund der Organentnahmen gemafR §8a
des Deutschen Tierschutzgesetzes vom 1. Januar 1987 der Landesregierung
Nordrhein-Westfalen angezeigt und entsprachen in allen Teilen den gesetzlichen
Bestimmungen uber den experimentellen Umgang mit Saugetieren, welche mit den
Richtlinien der American Physiological Society ubereinstimmen (Richtlinie zum Wonhl

und Nutzen von Versuchstieren. NIH, 1985).

2.1 Chemische Strukturformel von Cilobradin (DK-AH 269)

Bei der Substanz Cilobradin handelt es sich um ein weiles, kristallines Pulver mit der
chemischen Bezeichnung: (S)-(+)-1,3,4,5,-tetrahydro-7,8-dimethoxy-3-{[1-2-(3,4-di-
methoxyphenyl-ethyl)3-piperinidyl]-methyl}-2H-3-benzazepin-2-1-hydrochlorid.

Die Substanz ist wasserloslich, das Molekulargewicht liegt bei 519 g und der

Schmelzpunkt betragt 226 °C.

0
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Abb. 1: Chemische Strukturformel von Cilobradin (DK-AH 269)
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2.2  Experimenteller Versuchsaufbau

2.2.1 Vorbereitung und Narkose der Versuchstiere

Es wurden 24 Kaninchen der Rasse New Zealand White (Geschlecht: mannlich,
Alter: 6-8 Monate, Korpergewicht: 2500-3500 g) zur Organentnahme verwendet. Die
Narkose erfolgte mittels Kombinationsanasthesie bestehend aus Ketavet (Parke
Davis, 50 mg/kg Ketaminhydrochlorid i.m.) und Rompun (Bayer, 5 mg/kg Xylazin
i.m.). Bei unzureichender Anasthesie wurde zusatzlich Rohypnol (0,1-0,3 mg/kg
Flunitrazepam i.v.) Uber einen in die Ohrvene plazierten Zugang injiziert. Nach
Tracheotomie und Intubation wurden die Tiere mit Pancuronium (Organon Teknika,
0,4 mg/kg Pancuroniumbromid i.v.) relaxiert und Gber einen Kleintier-Respirator (Ugo
Basile, 7025) mit einem Oj-angereicherten Raumluft-Gemisch kontrolliert beatmet

(Atemfrequenz: 35 min™', Atemzugvolumen: 25-30 ml).

2.2.2 Isolation der Kaninchenherzen

Nach medianer Sternotomie, Entfernung des Thymusgewebes und Perikardiotomie
erfolgte eine Heparinisierung mit Liquemin (Roche, 2000 IE/kg Natriumheparinat i.v.)
zur Vermeidung von Mikrothrombenbildung. Die Aorta ascendens und die
A. pulmonalis wurden dargestellt und jeweils mit einem Faden angeschlungen.
Anschlieffend wurde die V. cava inferior unterhalb des Zwerchfells okkludiert und die
A. pulmonalis zur Entlastung des Myokards durch einen feinen Schnitt etwa 10 mm
vom Herzen entfernt inzidiert. Die Aorta wurde im Verlauf des Aortenbogens durch-

trennt und mit einer Edelstahlkandle (J: 5 mm) kanduliert. Von diesem Zeitpunkt an
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erfolgte die Perfusion der Herzen Uber einen Verlangerungsschlauch mit einer stark
modifizierten Perfusionsanlage nach Langendorff [28]. Mit Hilfe dieser ununter-
brochenen Perfusion konnte eine unerwlnschte Ischdmie vermieden werden.
AnschlieRend erfolgte die endglltige Isolation der Organe an der Herzbasis und nach
Entfernung des Verlangerungsschlauches der direkte Anschlufy an die Langendorff-

Anlage.

2.2.3 Instrumentierung der Herzen

Bei einer kontinuierlichen Perfusion (koronararterieller Druck: ca. 80 mmHg) wurden
die Aste der V. cava inferior, sowie beider Vv. cavae superiores mittels feiner Faden
(Ethicon, Vicryl Sutupack 2-0 USP, 3 metric) abgebunden, um den retrograden Ab-
flu des koronarvendsen Effluats aus dem rechten Vorhof zu blockieren und damit
die Drainage Uber den Truncus pulmonalis zu gewahrleisten. Die freie Wand des
linken Atriums wurde, ausgehend von den Asten der Vv. pulmonales, etwa 15 mm
weit median inzidiert und die Segel der Mitralklappe fixiert und eingeschnitten. Ein
mit Wasser geflllter Latexballon (H. Sachs Eletronik, #12-14), gekoppelt an einen
.Systemischen“ Arbeitskreislauf, wurde Uber die Mitralklappenéffnung in das links-
ventrikulare Cavum eingeflhrt. Anschlielend erfolgte die Kanulierung des Truncus
pulmonalis mit einem Polyethylenschlauch (J: 5 mm). In den Latexballon wurde ein
Tip-Katheter (3F Mikrotip-Manometer, Millar TC500) zur Druckmessung eingefihrt.
Mit einer Temperatursonde wurde an der Herzbasis zwischen Aortenwurzel und
Truncus pulmonalis die Temperatur gemessen. Optimale, normotherme (38°C)
aulere Temperaturbedingungen flur das isolierte Herz wurden durch Eintauchen in

thermoreguliertes Perfusat erreicht. Nach der Instrumentierung der Herzen folgte in
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allen Experimenten eine 15-30 min Stabilisierungsphase. Die Herzen wurden bei
einem konstanten Druck von ca. 80 mmHg mit oxidiertem Blutperfusat perfundiert. In
der Stabilisierungsphase sollten praparationsbedingte Irritationen der Herzen (direkte
Manipulation am Myokard, Elektrolytstérungen, Sinusarrhythmien aufgrund der
vegetativen Denervierung) moglichst vollstandig Uberbrickt werden. Anschliel3end

wurde mit dem Versuchsprotokoll begonnen.

2.2.4 Perfusionsmedium

Bei dem Perfusionsmedium handelte es sich um eine labortechnisch aufbereitete
Erythrozytensuspension. Das Vollblut frisch geschlachteter Rinder (Schlachthof FVD
Fleischversorgung Dusseldorf GmbH & Co KG, Dusseldorf) wurde mit Biostabil
(14,81 g/l Natriumcitrat - 2H,0, 4,76 g/l Zitronensaure - H,0, 14,7 g/l Glukose - H,0)
versetzt und in einem Mischungsverhaltnis Biostabil : Blut = 1:4 verwendet. Dem
Stabilisator wurde das Breitbandantibiotikum Gramaxin (ca. 500.000 IE. Cefazolin)
sowie Liquemin (Roche, 15.000 IE. Natriumheparinat) zugesetzt. Durch einen funf-
fachen Zentrifugationsvorgang (Hettich Kuhlzentrifuge, Roto Magna/K4; 4 - 1000 ml,
3000 min™) (1x; pur) unter Zuhilfenahme von phosphatgepufferter 0,9 %iger
Kochsalzlosung (2x; 0,44 g/l KH,POy4, 2,12 g/l Na;HPO,4 - 7H,0, 9 g/l NaCl) und
kohlenhydratfreier Krebs-Henseleit-Losung (2x; 5,21 g/l NaCl, 2,44 g/l NaHCOs3,
0,37 g/l KCl, 0,27 g/l Na;HPO, - 7H,0, 0,12 g/l MgSO, - 7H,0, 0,53 g/l CaCl; - 2H,0,
0,015 g/l EDTA) wurden gewaschene Erythrozyten isoliert. Diesen wurde 4 g/100 ml
dialysiertes Rinderalbumin (Fraktion V aus Rinderserum, Boehringer Mannheim
GmbH, 735086) zur Vermeidung eines Zellddems hinzugefligt. Anschlieend wurde

diese Suspension mit Krebs-Henseleit-Losung so verdinnt, dal} ein Hamoglobin-
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gehalt von 10,0 + 0,3 g/1000 ml entsprechend einem Hamatokrit von 30 %
resultierte. Als Substrate wurden dem Perfusat Glukose (11,1 mM), Pyruvat (2,2 mM)
und als Antikoagulanz Liquemin (Roche, 2.500 IE. Natriumheparinat) zugesetzt.
Nach Fullen der Langendorff-Anlage mit ca. 500 ml Blut wurde dieses oxygeniert und
der pH-Wert gemal den Ergebnissen der Blutgasanalysen (ABL 505 Radiometer,
Kopenhagen) auf einen Wert von 7,4 korrigiert. Fur jedes Experiment wurde frisches

Perfusat verwendet.

2.2.5 Perfusionskreislauf

Das Blutperfusat befand sich rezirkulierend in einem geschlossenen System. Der
variabel einstellbare koronare Perfusionsdruck wurde durch eine Rollerpumpe
(Watson Marlow, 505 L) aufgebaut, die das Perfusat aus dem Vorratsgefaly Uber
einen Blutfilter (Baxter, Bentley AF-1040 Gold™: 40 um) durch einen Oxygenator
(D701 Masterflow 34 Infant Hollow Fiber Oxygenator, Dideco) in die Aorta pumpte.
Die Perfusionslosung wurde im Oxygenator mit einem Gasgemisch (72 % No,
22 % O3, 6 % CO3) begast, so dal® der Sauerstoffpartialdruck im Perfusat 130 +
20 mmHg betrug. Fur die angestrebte ,low-flow“ Ischamie wurde eine zweite
Rollerpumpe verwendet. Das koronarvendse Effluat wurde Uber einen Katheter in der
A. pulmonalis abgefuhrt. In den Katheterschlauch waren ein Ultraschall-FlufimeRkopf
(Transonic Systems Inc., T 206) zur Messung des venosen Koronarflusses, ein
kontinuierlich  messendes  Absorptionsspektrophotometer (A-VOX  systems,
San Antonio, USA) zur Messung der arteriovendsen Sauerstoffdifferenz und ein
Adapter zur Entnahme von koronarvendsen Blutproben eingeflugt. Ein Druckwandler

(Statham, P 23 XL) mal} den Aortendruck (= Nachlast). Zur Erfassung der Vorlast
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(= intraventrikularer Durchmesser) wurde die Sonomikrometrie benutzt (Triton,
System 6). Die Herztemperatur wurde konstant auf 38 °C gehalten, indem das Herz

in entsprechend temperiertes Perfusat getaucht wurde.

2.2.6 Arbeitskreislauf

Der linke Ventrikel war Uber einen Latexballon an einen ,systemischen® Kreislauf ge-
koppelt. Hierbei handelte es sich um ein mit Aqua bidest. gefllltes System, welches
mit einer kunstlichen Aorten- und Mitralklappe ausgestattet war. Um mdoglichst
physiologische Bedingungen zu imitieren, befand sich distal zur ,Aortenklappe” ein
Windkessel. Eine Flussigkeitssaule simulierte die Vorlast bzw. den linksventrikularen
Flllungsdruck und ein Flussigkeitsspiegel in einem Reservoir die Nachlast bzw. den

peripheren Gefallwiderstand.
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2.2.7 Versuchsapparatur (Perfusion nach Langendorff)

Die Experimente wurden an einem stark modifizierten Versuchsaufbau nach

Langendorff durchgefuhrt [28].

Oxygenator
y// = (72% N2,22% 02, 6% CO2)
_
Blutfilter
Rollerpumpe Il
{10% CBF) Nachlast
4’ A
‘ Rollerpumpe | ‘
‘ (100% CBF) ‘
4p AoF
CBF car [ IDF Vorlast |
L
AVD-02 D= AoP

g |Lvp

Latexballon

linker Ventrikel

Abb. 2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus (stark modifizierte Apparatur nach Langendorff).
Im Bild ist auf der rechten Seite der systemische Kreislauf dargestellt, der mit einem intraventrikuldren
Ballon verbunden ist. Auf der linken Seite befindet sich der Perfusionskreislauf. Flir Details siehe Text.
AoF=Aortenflu, AoP=Aortendruck, CAP=arterieller Koronardruck, CBF=Koronardurchblutung, AVD-O,=
arteriovenése Sauerstoffdifferenz, LVP=linksventrikuldrer Druck.
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2.3  Experimentelles Protokoll

DKAH-269(10°M)  (n=8)
NaCl(0.9%) (n=8)
Verapamil(0.25mg) (n=8)
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Abb. 3: Graphische Darstellung des Versuchsprotokolls

Bei den Herzen der Placebo-Gruppe (n=8) wurden nach einer ca. 20 min
Stabilisierungsphase, aquivalent zu der Medikation bei den beiden anderen Gruppen,
1 ml 0,9 %ige Kochsalzlésung in die arterielle Linie injiziert. Zuvor erfolgte eine
Kontrollmessung (0 min) und nach weiteren 30 min erfolgte eine erneute
Registrierung (Rekontrolle). Darauf folgte eine normotherme, low-flow Ischamie
(10 % der initialen Koronardurchblutung) fir die Dauer von 75 min. Nach Ablauf
dieser Zeit schlol sich eine Reperfusion tUber 60 min an. Innerhalb dieser Phase
erfolgten die Messungen nach 5 (110 min), 30 (135 min) und 60 min (165 min). Zur

Uberprifung des Effektes von Cilobradin im Rahmen einer low-flow Ischamie wurde
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den Herzen einer zweiten Gruppe (n=8) nach der Kontrollmessung (0 min) Cilobradin
in einer Konzentration von 10° M verabreicht. Ansonsten verlief das Protokoll wie bei
der Placebo-Gruppe. In einer dritten Gruppe (n=8) wurde nach der Kontrollmessung
(O min) Verapamil in einer Dosierung von 0,25 mg verabreicht. Diese Dosierung
fihrte zu einer ahnlichen Herzfrequenzreduktion wie Cilobradin (10° M). Auch hier

verlief das Protokoll ansonsten wie bei der Placebo-Gruppe.

2.4  Gewinnung myokardialer Gewebeproben

Nach Versuchsende wurden alle Herzen bis zur weiteren experimentellen Aufarbei-
tung mit 5 ml gesattigter K*-Lésung zum Stillstand gebracht. AnschlieBend wurde
das Herz mit physiologischer Kochsalzlésung (0,9 %iges NaCl) ausgewaschen. Die
Herzen wurden gewogen und beide Vorhdfe sowie der rechte Ventrikel komplett
entfernt. Der flr uns interessante linke Ventrikel wurde dann mit einem Skalpell in
6-8 annahernd gleich dicke (ca. 2 mm), transversale Scheiben von basal bis apikal

parallel zur Ventilebene des Herzens zerteilt.

2.5 Bestimmung der Infarktgréfde mit der TTC-Farbung

Die Herzscheiben wurden in einer Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC)-Lésung
inkubiert. Die Inkubationszeit betrug 15-30 min bei einer Temperatur von 38 °C im
Warmeschrank. Die TTC-Lésung bestand aus 1,5 g TTC sowie 2,42 g TRIS-Puffer
und wurde in 200 ml 0,9 %iger Kochsalzlésung angesetzt. Durch tropfenweise

Hinzugabe einer 1,0 M HCI-Lésung und standiges Umrlhren auf einem Labor-Ruhrer
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unter Kontrolle einer pH-Elektrode (WTW, pH 522), erreichte die Losung einen
physiologischen pH-Wert von 7 ,4.

Das Prinzip der TTC-Farbung basiert auf farblosen, wasserldslichen Tetrazolium-
salzen, die als Elektronenfanger in Redoxreaktionen des Zitratzyklus fungieren [29].
Unter Reduktionsbedingungen wandeln sie sich in gefarbte Stoffe um, sog.
Formazane, die sich aufgrund ihrer Unldslichkeit dort niederschlagen, wo sie ent-
stehen. TTC bildet in reduzierter Form einen roten Farbstoff, somit erfolgt eine Rot-
farbung der Gebiete, die noch Enzymaktivitaten aufweisen. In den infarzierten
Myokardarealen findet kein Stoffwechsel mehr statt, so da® diese Bezirke ungefarbt
bleiben [30]. Nach erfolgreicher Farbung, wurden die Scheiben einzeln und beider-
seits unter einer beleuchteten Schreibtischlupe nach Infarktarealen untersucht und
von Hand mittels ,Paustechnik” und Folienstiften auf Folie Ubertragen. Die Folien
wurden per Buntkopierer auf 150 % der urspringlichen Grofie vergrofert und dann
computergestitzt, planimetrisch ausgewertet (MS Autosketch 2.1). Das Programm
erlaubte eine weitere VergroRerung der Herzscheiben auf dem Monitor, was eine
prazise Quantifizierung der interessierenden Areale ermdglichte. Es wurden
prozentuale Werte der Infarktareale in Bezug auf den gesamten linken Ventrikel

erhoben.
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2.6  Datenregistrierung

Es wurden die folgenden hamodynamischen Variablen gemessen:

e LVPnaxed= Linksventrikularer systolischer/enddiastolischer Druck [mmHg]
(3F Mikrotip-Manometer, Millar TC500)
e AoP = Aortendruck [mmHg]
(Statham, P 23 XL)
e AoF = Aortenflufd [ml/min] = Herzzeitvolumen
(Transonic Systems Inc., T206)
o CAP= Koronararterieller Druck [mmHg]
(Statham ID 123)
e CBF = Koronardurchblutung [ml/min]

(Transonic Systems Inc., T206)

e AVDO; = Arteriovenose Sauerstoffdifferenz [mmHg]
(A-VOX systems)
e dP/dt= Linksventrikulare Druckanderungsgeschwindigkeit [mmHg/s]

Zur Registrierung wurde ein 8-Kanal-Tintenschreiber (Brush, Typ 481) verwendet.
Die Schreibgeschwindigkeit betrug wahrend der Interventionen 50 mm/s. Um Nach-
last-bedingte Veranderungen auszuschlieBen wurden auch isovolumetrische,
systolische Spitzendricke, dP/dtnax und dP/dtmin, registriert. Zusatzlich wurden die
Variablen LVP, dP/dt, AoF, CBF und HF zur spateren Auswertung digital gespeichert

(MelRdauer: 4 - 5 s).
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2.7 Berechnungen und Statistik

Hamodynamische Daten wurden mit einem im Institut entwickelten Computer-
programm (EASYDAT) analysiert [31]. HF, dP/dtnax und dP/dtyi, wurden vom LVP-
Signal hergeleitet. Zur Bestimmung und zur Kontrolle des koronararteriellen
Sauerstoffpartialdrucks (pO2@y [mMmHg]) wurden in regelmaRigen Abstanden
Perfusatproben entnommen. Der Sauerstoffverbrauch wurde aus den arteriovendsen
Konzentrationsdifferenzen [AVDO,] und dem CBF berechnet. Der CBF wurde auf
100 g Feuchtgewicht normiert. Der koronarvendse Sauerstoffpartialdruck (pOazven)
[mMmHg]) wurde kontinuierlich erfalt (A-VOX systems). Der globale myokardiale

Sauerstoffverbrauch [MVO,] wurde nach dem Fick’schen Prinzip ermittelt;

MVO; = 003 - (pO2(arty - PO2ven)) / 760 - CBF

Formel 1: (@O, = 0,024 [ml O, - mI" - atm"] = Bunsen-L6slichkeitskoeffizient fiir Sauerstoff in wéssriger
Lésung bei 38 °C, pOs(art), pO,(ven) = koronararterieller bzw. koronarvendser Sauerstoffpartialdruck
[mmHg]; CBF = Koronardurchblutung [ml/min/100g])

Die Resultate werden als Mittelwerte + Standardabweichung vom Mittelwert dar-
gestellt. Zur statistischen Auswertung der MeRwerte wurde ein IBM-kompatibler PC
und das Programm SYSTAT verwendet [32]. Die Resultate wurden mit einer 1-Wege
Varianzanalyse verglichen. Signifikante Anderungen gegeniiber Kontrollbedingungen
wurden Uber einen post-hoc Test (mit Korrektur nach Bonferroni) ermittelt. Bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurden Differenzen als signifikant bezeichnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Dosierungen

3.1.1 Dosisfindungsstudie Cilobradin

In einer frUheren Dosisfindungsstudie [26] wurde eine Herzfrequenzreduktion in
Abhangigkeit von der Cilobradin-Konzentration festgestellt. Die dosisabhangige
Frequenzreduktion an isolierten Kaninchenherzen betrug 5 % (10° M), 14 % (107" M)
und 25 % (10° M), wobei sich die Verdnderungen der beiden hdheren
Konzentrationen gegentber Placebo als signifikant erwiesen. Deshalb wurden die
vorliegenden Experimente mit der effektivsten Dosierung von 10° M Cilobradin

durchgefuhrt.

3.1.2 Referenzdosis von Verapamil

Um ein mit Cilobradin vergleichbares AusmaR einer Bradykardie durch einen Ca*-
Antagonisten (Verapamil) zu erzielen, wurde zunachst die erforderliche Dosierung
gesucht. Es zeigte sich, dal eine Konzentration von 0,25 mg/kg zu einer ahnlichen
Frequenzreduktion (ca. 20-30 %) fuhrte. Daher wurde Verapamil in allen

Experimenten in dieser Konzentration eingesetzt.
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3.2 Hamodynamik

3.2.1 Herzfrequenz und Diastolendauer

Herzfrequenz [HF]
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Abb. 5/6: Herzfrequenz [HF] und Diastolendauer. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen

flir Placebo, Verapamil und Cilobradin (DK-AH 269). » = Substanzgabe; * = p<0,05 vs 0 min. 0 = Kontrolle,
30 = Rekontrolle, 110 = 5 min Reperfusion, 135 = 30 min Reperfusion, 165 = 60 min Reperfusion.
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In der Placebo-Gruppe war die Herzfrequenz [HF] nach 30 min nahezu unverandert
(Abb. 5). Wahrend der frihen Reperfusion (110 min) stieg sie minimal an, nahm
spater ab und lag nach 60 min Reperfusion (165 min) bei 79 % der Ausgangs-
frequenz. Die angestrebte Senkung der HF nach Gabe von 0,25 mg/kg Verapamil
und von 10 M Cilobradin (30 min) um 30 % bzw. 26 % wurde erreicht. Im weiteren
Versuchsablauf anderte sich die HF nur unwesentlich. In der Verapamil-Gruppe
betrug die HF zum Ende der Reperfusion (165 min) 80 % und in der Cilobradin-
Gruppe 72 % der Ausgangsfrequenz. Bei annahernd gleicher Systolendauer ver-
anderte sich die Lange der Diastole nahezu spiegelbildlich zu den Veranderungen
der HF, d.h. die in allen drei Gruppen erfolgte HF-Reduktion im Laufe der Versuche

wirkte sich umgekehrt proportional auf die Lange der Diastole aus (Abb. 6).
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3.2.2 Systolische Funktion

linksventrikularer Spitzendruck [LVP 4]
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Abb. 7/8: Linksventrikuldrer Spitzendruck [LVP,,.,] und maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit [dP/dt,,,].
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Placebo, Verapamil und Cilobradin
(DK-AH 269). » = Substanzgabe; * = p<0,05 vs 0 min. 0 = Kontrolle, 30 = Rekontrolle, 110 = 5 min

Reperfusion, 135 = 30 min Reperfusion, 165 = 60 min Reperfusion
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Der linksventrikulare Spitzendruck [LVPnax] zur Beurteilung der linksventrikularen
Funktion und die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit [dP/dtnax] als MaR fiir die
Kontraktilitat verhielten sich wahrend der Versuche relativ gleich (Abb. 7/8). In der
Placebo-Gruppe fuhrte die Gabe von 0,9 %iger Kochsalzlésung erwartungsgemaf
zu keiner Anderung. Zu Beginn der Reperfusion (110 min) waren sowohl LVPyax als
auch dP/dtmax signifikant auf etwa 30 % des Ausgangswertes abgefallen. Eine
Erholung der Variablen im weiteren Verlauf fand nicht statt, so dal® bis Versuchsende
(165 min) die Werte bei 29 % bzw. 32 % des Ausgangswertes stagnierten. Nach
Injektion von Verapamil kam es bereits vor der low-flow Ischamie zu einer rapiden
Abnahme der systolischen Funktion. LVPnax war bereits zum Zeitpunkt der
Rekontrolle (30 min) auf 26 % und dP/dtmax auf 21 % des Kontrollwertes abgefallen.
Auch hier erholten sich die Herzen im weiteren Verlauf nur unwesentlich, aber stetig.
Nach Injektion von Cilobradin kam es bei Rekontrolle (30 min) zu einer Reduktion
von LVPnax auf 90 % und von dP/dtynax auf 81 % des Ausgangswertes. Die folgende
low-flow Ischamie fuhrte zu einem weiteren Einbruch beider Gréflen, allerdings fiel
dieser im Vergleich zur Placebo- und Verapamil-Gruppe geringer aus. LVPnax und
dP/dtmax betrugen am Versuchsende nach 60 min Reperfusion (165 min) 59 % und
55 % des Kontrollwertes; sie waren damit nahezu doppelt so hoch wie bei den

beiden anderen Gruppen.
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Aortenflufd [AoF]
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Abb. 9/10: AortenfluB [AoF] und Schlagvolumen [SV]. Dargestellt sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen fiir Placebo, Verapamil und Cilobradin (DK-AH 269). * = Substanzgabe; * = p<0,05 vs 0 min.
0 = Kontrolle, 30 = Rekontrolle, 110 = 5 min Reperfusion, 135 = 30 min Reperfusion, 165 = 60 min
Reperfusion.
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Die low-flow Ischamie fuhrte zu einer erheblichen Einschrankung von Aortenflu3 und
Schlagvolumen in allen drei Gruppen (Abb. 9/10). Die beiden Variablen fielen in der
Placebo-Gruppe unmittelbar nach low-flow Ischamie (110 min) gegen Null und
erholten sich im weiteren Verlauf nicht. Nach Gabe von Verapamil (30 min) kam es
im weiteren Verlauf zu einem vdlligen Sistieren der Auswurfleistung und daraus
resultierenden isovolumetrischen Kontraktionen ohne Erholungstendenz. Im Gegen-
satz dazu reagierten die Herzen der Cilobradin-Gruppe mit einer nicht signifikanten
Abnahme des AoF sowie einem unveranderten Schlagvolumen zum Zeitpunkt der
Rekontrolle (30 min). Die Herzen dieser Gruppe erholten sich im Laufe der

Reperfusion nur wenig.
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3.2.3 Diastolische Funktion
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Abb. 11/12: Minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit [dP/dt,,,] und linksventrikuldrer enddiastolischer Druck
[LVP.,]. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Placebo, Verapamil und Cilobradin
(DK-AH 269). » = Substanzgabe; * = p<0,05 vs 0 min. 0 = Kontrolle, 30 = Rekontrolle, 110 = 5 min
Reperfusion, 135 = 30 min Reperfusion, 165 = 60 min Reperfusion.
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Die minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit [dP/dtnin], als Variable der frihen
Relaxation, war in der Placebo-Gruppe nach der low-flow Ischamie (110 min)
signifikant auf 29 % des Ausgangswertes verschlechtert und blieb bis zum Ende der
Reperfusion (165 min) im wesentlichen unverandert (Abb. 11). Einen signifikanten
Abfall von dP/dt., verursachte die Injektion von Verapamil; diese GroRRe fiel bei
Rekontrolle (30 min) auf 20 % der Kontrolle ab. In der frGhen Reperfusion (110 min)
verschlechterte sich dP/dtn, weiter und stieg danach kontinuierlich auf 29 % der
Kontrolle an (165 min). Cilobradin bewirkte lediglich eine moderate Abnahme von
dP/dtmin. In der frihen Reperfusion (110 min) war dP/dtmi, signifikant auf 76 % des
Ausgangswertes abgefallen und erholte sich im weiteren Verlauf nur unwesentlich.

Der linksventrikuldare enddiastolische Druck (LVPeq), die spate Relaxation wider-
spiegelnd, war in der Placebo-Gruppe zum Zeitpunkt der Rekontrolle (30 min)
geringfugig auf 86 % des Ausgangswertes abgefallen, dann deutlicher auf 33 % nach
low-flow Ischamie (110 min) (Abb. 12). Diese GroRRe stieg in der spaten Reperfusion
(165 min) wieder auf 47 % an. Diese Anderungen waren statistisch nicht signifikant.
Verapamil fuhrte zu einer geringen Abnahme des LVP¢y (30 min); diese Grole
anderte sich wahrend des restlichen Protokolls nur unwesentlich. Der LVPqq stieg
nach Injektion von Cilobradin signifikant auf den 3-fachen Wert an (30 min). Nach
Ende der low-flow Ischamie war diese Variable wieder nahezu auf Ausgangs-
bedingung vermindert (110 min), erhdhte sich aber bis zur spaten Reperfusion

(165 min) erneut auf etwa das 3-fache des Ausgangswertes.
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3.2.4 Gefalltonus
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Abb. 13/14: Koronardurchblutung [CBF] und Koronardurchblutung pro Schlag. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen fiir Placebo, Verapamil und Cilobradin (DK-AH 269). » = Substanzgabe;
* = p<0,05 vs 0 min. 0 = Kontrolle, 30 = Rekontrolle, 110 = 5 min Reperfusion, 135 = 30 min Reperfusion,
165 = 60 min Reperfusion.
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Erwartungsgemall waren die Koronardurchblutung [CBF] und die Koronar-
durchblutung pro Schlag [CBF/Schlag] in der Placebo-Gruppe zum Zeitpunkt der
Rekontrollmessung (30 min) nahezu identisch mit den Anfangswerten (Abb. 13/14).
Bis zum Versuchsende (165 min) sanken CBF und CBF/Schlag durch low-flow
Ischamie und darauffolgende Reperfusion kontinuierlich und signifikant unter die
Halfte der Ausgangswerte ab. Nach Gabe von Verapamil (30 min) kam es hingegen
zu einem deutlichen Anstieg der koronaren Durchblutung, der signifikant wurde,
wenn er auf die HF bezogen wurde. Auch in dieser Gruppe resultierte aus low-flow
Ischamie und Reperfusion ein kontinuierlicher Abfall der Koronarperfusion. Unter
dem Einflu® von Cilobradin (30 min) war eine leichte, initiale Reduktion des CBF zu
verzeichnen, aufgrund der damit verbundenen Bradykardie blieb der CBF/Schlag
allerdings unverandert. Wie in den beiden vorangegangenen Gruppen verringerten
sich die beiden Variablen auch in der Cilobradin-Gruppe in der anschlieenden
Reperfusion. Diese Abnahme wurde in der spaten Reperfusion (165 min) flr die

Koronardurchblutung signifikant.
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koronarer Widerstand [CR]
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Abb. 15: Koronarer Widerstand [CR]. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Placebo,
Verapamil und Cilobradin (DK-AH 269). » = Substanzgabe; * = p<0,05 vs 0 min. 0 = Kontrolle, 30 =
Rekontrolle, 110 = 5 min Reperfusion, 135 = 30 min Reperfusion, 165 = 60 min Reperfusion.

Bei konstant gehaltenem Perfusionsdruck war das Verhalten des Koronar-
widerstandes [CR] spiegelbildlich zur Koronardurchblutung (Abb. 15). In der Placebo-
Gruppe stieg der Koronarwiderstand im Laufe des Protokolls kontinuierlich an. Die
bekannte vasodilatierende Wirkung von Verapamil zeigte sich auch in unserem
Modell an einem Widerstandsabfall auf 67 % der Ausgangswerte zum Zeitpunkt der
Rekontrollmessung (30 min). Nach 60 min Reperfusion (165 min) war der Widerstand
nur auf 135 % der Ausgangswerte angestiegen. Nach Cilobradin-Gabe (30 min) war
CR geringfugig erhdht. Dieser Wert war auch in der frihen Reperfusion (110 min)
unverandert, um im Verlauf der weiteren Reperfusion kontinuierlich anzusteigen. Der

Anstieg auf 246 % nach 60 min Reperfusion (165 min) war signifikant.
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3.3  Myokardstoffwechsel

3.3.1 Os-Verbrauch
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Abb. 16/17: Gesamtmyokardialer Sauerstoffverbrauch [MV O,] und myokardialer Sauerstoffverbrauch pro
Schlag. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Placebo, Verapamil und Cilobradin
(DK-AH 269). » = Substanzgabe; * = p<0,05 vs 0 min. 0 = Kontrolle, 30 = Rekontrolle, 110 = 5 min
Reperfusion, 135 = 30 min Reperfusion, 165 = 60 min Reperfusion.
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Der globale myokardiale Sauerstoffverbrauch [MVO,] und der myokardiale
Sauerstoffverbrauch pro Schlag [MVO./Schlag] blieben in der Placebo-Gruppe bis
zur low-flow Ischamie (30 min) unverandert (Abb. 16/17). Wahrend der gesamten
Reperfusion waren beide GroRen deutlich verringert. Die Abnahme beim
MV Oy/Schlag war in der mittleren (135 min) und der spaten Reperfusion (165 min)
nicht signifikant. Nach Gabe der bradykarden Substanz Verapamil oder Cilobradin
fiel der MVO, im Gegensatz zum MVO./Schlag mit ansteigender Tendenz zum
Zeitpunkt der Rekontrolle (30 min) ab. Nach low-flow Ischamie und Reperfusion

reduzierten sich beide Variablen in den beiden anderen Gruppen kontinuierlich.
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3.4  Postischamische InfarktgroRe

Infarktgrofie

10
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Abb. 18: InfarktgréBe (postischdmisch). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen fiir
Placebo, Verapamil und Cilobradin (DK-AH 269) nach 75-minlitiger low-flow Ischdmie (CBF=10 % des
Ausgangsflows) und 60-minliitiger Reperfusion; * = p<0,05 vs 0 min.

Die Infarktgrofe betrug in der Placebo-Gruppe ca. 6 % (Abb. 18). Sowohl nach Gabe
von Verapamil als auch Cilobradin, war sie signifikant niedriger, wobei die Reduktion

nach Verapamil starker als nach Cilobradin war (n.s.).
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4 DISKUSSION

4.1 Hintergrinde

In Experimenten an isolierten, Blut-perfundierten Kaninchenherzen flihrte eine
neuere spezifisch bradykarde Substanz (Cilobradin, DK-AH 269) zu einer Senkung
der Herzfrequenz um 26 %. In einer Vergleichsgruppe senkte ein Ca?*-Antagonist
(Verapamil, Isoptin) die Herzfrequenz um 30 %. Es war das Ziel der vorliegenden
Studie herauszufinden, ob diese bradykarde Substanz flr das postischamisch
reperfundierte Herz Vorteile gegenuber Verapamil aufweist. Das besondere Augen-
merk lag auf einer eventuellen InfarktgroRenreduktion. Beide Substanzen fuhrten zu
einer signifikanten Reduktion der InfarktgroRe verglichen mit der Placebo-Gruppe;

Cilobradin erbrachte funktionelle Vorteile gegentiber Verapamil.

4.1.1 Koronare Herzkrankheit

Ein akutes Koronarsyndrom [33], ein Synonym fUr instabile Angina pectoris und
akuten Myokardinfarkt aufgrund von Gemeinsamkeiten hinsichtlich Pathophysiologie
(Plaqueruptur, Thrombusentstehung) und Therapie (praklinische Erstversorgung,
sofortige Intensivtherapie, antiaggregatorische und antikoagulatorische Substanzen,
ggfs. perkutane transluminale koronare Angioplastie [PTCA]), beruht haufig auf einer
Atherosklerose epikardialer Koronarien. Die koronare Herzkrankheit ist durch eine
Koronarinsuffizienz, d.h. ein MiRverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot
gekennzeichnet [1;34;35]. Folge eines solchen MiRverhaltnisses, also einer akuten

koronaren Ischamie, ist die sog. ischamische Kaskade [33]. Sie fuhrt zunachst zu
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einer eingeschrankten myokardialen Relaxation (diastolische Dysfunktion, steigender
LVPeq). Bei Fortbestehen der Ischamie folgen die Einschrankung der systolischen
Pumpfunktion, ST-Strecken-Senkungen im Elektrokardiogramm und Angina-pectoris-
Beschwerden. Der Therapieansatz bei koronarer Herzkrankheit ist die Verbesserung
oder Beseitigung des Millverhaltnisses zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot,
welches primar durch eine verbesserte Koronarperfusion erzielt werden kann. Da die
Koronardurchblutung durch die Lange der Diastole wesentlich mitbestimmt wird
[36;37], sollte eine Senkung der Herzfrequenz mit einer verlangerten Diastole die
myokardiale Durchblutung steigern. Damit sich das Verhaltnis des myokardialen
Sauerstoffangebotes zum -verbrauch auch wirklich durch die Zunahme der
Diastolendauer verbessert, sollte die bradykarde Substanz keine inotropen
Nebenwirkungen aufweisen [23]; der kontraktile Zustand sollte weder verbessert
noch verschlechtert sein, da sonst der Sauerstoffbedarf steigen bzw. die bereits
eingeschrankte ventrikulare Funktion vermindert wirde [38]. Somit sollte die
Senkung der Herzfrequenz den myokardialen Sauerstoffverbrauch reduzieren.

Spezifisch bradykarde Substanzen sind als neuerer therapeutischer Ansatz von
besonderem Interesse, da sie oben genannten Vorstellungen weitestgehend
entsprechen. Von allen bisher bekannten spezifisch bradykarden Substanzen sind
die Effekte von Zatebradin (UL-FS 49) am detailliertesten untersucht worden. Die
Ergebnisse in Bezug auf die inotropen Effekte sind kontrovers und hangen scheinbar
vom experimentellen Modell ab [9;23;39]. Es wurden in manchen Studien negativ
inotrope [40;41], positiv inotrope, und gar keine Effekte hinsichtlich Inotropie
gefunden [15;23;42]. Beim chemisch verwandten Cilobradin konnte in friheren

Studien der Nachweis einer Herzfrequenzreduktion und eines verminderten
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Sauerstoffbedarfs ohne deutliche Beeinflussung der kontraktilen Funktion erbracht
werden [26].

Nachteile der bisherigen Behandlung ischamischer Herzerkrankungen, die bei einer
Reihe von etablierten medikamentésen Therapieverfahren existieren, werden im
folgenden aufgefuhrt. Das oberste Therapieziel ist ein umfassender Ischamieschutz
far den Patienten. Deshalb sind z.Zt. der Einsatz und die suffiziente Kombination von
Antianginosa (Nitropraparat, R-Rezeptorenblocker und Ca?*-Antagonist [43;44]) die
Saulen der antiischamischen Therapie.

Die Wirkung von Nitroglyzerin beruht hinsichtlich der Hamodynamik und der
Ventrikelmechanik auf einer Abnahme der Druck-Volumenarbeit Gber eine Senkung
der Vor- und Nachlast [45]. Die dadurch verringerte Wandspannung fuhrt zu einer
Abnahme des Sauerstoffbedarfs und des Koronarwiderstandes. Trotzdem wird die
Koronardurchblutung aufgrund autoregulatorischer Prozesse nicht verbessert [46].
Nur die groRBeren Koronararterien kdnnen durch Nitropraparate erweitert werden,
wahrend die Widerstandsgefalle weitgehend unverandert bleiben [43]. Aus
energetischer Sicht erweisen sich insbesondere die positiv inotrope und positiv
chronotrope Wirkung der Nitrate als nachteilig [44], da auf diesem Wege der
myokardiale O»-Bedarf zunehmen kann.

Der Wirkungsmechanismus der B-Blocker besteht nicht, wie der Name sagt, in einer
Blockade der 3-Rezeptoren, sondern in einer reversiblen, kompetitiven Hemmung;
d.h. der annahernd gleich strukturierte R-Blocker nimmt aufgrund der hoheren
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung den Platz des [3-Rezeptoren-Stimulators am
Rezeptor ein und vermindert so die Wirkung des R-Sympathomimetikums. Die anti-
angindse Wirkung der R-Sympatholytika besteht v.a. in einer Senkung des [3-

adrenerg gesteuerten O,-Verbrauches: Durch die Verminderung der Herzfrequenz
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nimmt die Herzarbeit und damit der O,-Bedarf ab. Zusatzlich wird der periphere
Widerstand vermindert und damit die Druckbelastung des linken Ventrikels herab-
gesetzt [43]. Die verminderte Kontraktilitat [47] erweist sich aus energetischer Sicht
zwar als Vorteil, fur das vorgeschadigte Herz kann diese Funktionsminderung aber
nachteilig sein. Aus diesem Grund ist der Einsatz von R-blockierenden Substanzen,
z.B. zur Therapie von tachykarden Rhythmusstdérungen in der frihpostoperativen
Phase nach kardiochirurgischen Eingriffen auch problematisch (s.u.).

Die Ca**-Antagonisten schlieRlich hemmen den Einstrom von Ca?*-lonen aus dem
Extrazellularraum in die Kardiomyozyten und die glatten GefalRmuskelzellen. Uber
die Dilatation der peripheren Gefalle werden Nachlast und Wandspannung gesenkt
und damit der O,-Verbrauch gemindert. Zugleich wird bei morphologisch intakten
Koronargefal’en die Durchblutung verbessert und damit das O,-Angebot erhdht. Da
der Zusammenschlul® von Actin und Myosin gehemmt und damit die Verklrzung der
Herzmuskelfaser vermindert wird, ist die kontraktile Funktion beeintrachtigt [43], die
im Zusammenhang mit der Nachlastsenkung und der daraus resultierenden
Minderung des koronararteriellen Druckes fur das Myokard unter ischamischen Be-
dingungen nachteilig sein kann [4]. Der Einsatz von Ca**-Antagonisten vom
Dihydropyridin-Typ ist mdglicherweise eingeschrankt, da diese eine Kombination von
zu rasch verursachtem Blutdruckabfall (= verminderte O»-Zufuhr) und reflektorisch
gekoppeltem Frequenzanstieg (= erhohter O»-Verbrauch) auslésen. Zusammen-
fassend sei noch erwéhnt, daR Nitrate und Ca®*-Antagonisten symptomatisch wirken,
eine Verbesserung der Prognose besteht nicht. BR-Blocker fuhren neben der anti-
angindsen Wirkung zu einer Senkung von Re-Infarkt-Rate, Morbiditat und Mortalitat

[33].
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4.1.2 Tachykarde Herzrhythmusstorungen

Die Tachykardie ist eine Reaktion auf die verschiedensten physiologischen (korper-
liche Belastung, emotionaler Stref3) und pathophysiologischen (Anamie, Hypoxamie)
Veranderungen. Besonders die Sinustachykardie, die Uber das autonome Nerven-
system vermittelt wird, ist auf eine gesteigerte adrenerge Stimulation zurickzufuhren
[48]. Die zunehmende Herzfrequenz fuhrt zwar zu einer verbesserten Auswurf-
leistung, verlauft aber parallel zu einem Anstieg des myokardialen Sauerstoff-
bedarfes mit einer Verringerung der Relaxations- und der diastolischen Fullungszeit.
Substanzen wie z.B. R-Blocker und Ca?**-Antagonisten werden daher Kklinisch
eingesetzt, weil sie solche Tachykardien beheben kdnnen [49].

Die Auslosung einer Tachykardie stellt haufig einen unerwinschten Nebeneffekt fur
eine Reihe von Arzneimitteln dar (z.B. Theophyllin, Hydralazin, Phosphodiesterase-
Inhibitoren) und limitiert deshalb deren Einsatz in der Klinik. Perioperative,
Katecholamin-induzierte Tachykardien [50], ebenso wie frihpostoperative Tachy-
kardien stellen Kliniker vor schwerwiegende Probleme. Die erfolgreiche Therapie
solcher unerwiinschter Tachyarrhythmien, z.B. mit Ca®*-Antagonisten, geht leider
haufig mit einer deutlich negativen Inotropie einher, so da® Patienten mit einer
verminderten linksventrikularen Funktion dieser Therapie nur eingeschrankt
zuganglich sind [51].

Somit sind tachykarde Herzrhythmusstorungen, die momentan die deutlichsten
Marker und Vorboten todlich endender Ereignisse von akutem Herzversagen und
Myokardinfarkten sind [52], ein vielversprechendes neues Einsatzgebiet fur
spezifisch bradykarde Substanzen, weil sie v.a. diese Art der Rhythmusstorung

gunstig beeinflussen konnen.
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4.1.3 Weitere Einsatzmdglichkeiten spezifisch bradykarder Substanzen

Der Einsatz von spezifisch bradykarden Substanzen stellt einen klinisch
interessanten  Aspekt flir mikrochirurgische Koronargefaloperationen am
schlagenden Herzen ohne Herz-Lungen-Maschine dar [53;56;55]. Die exakte Durch-
fuhrung distaler Koronargefallanastomosen bei schlagendem Herzen ist nicht
einfach. Diesem Problem kann durch mechanische Stabilisierung mittels Sogwirkung
[54], durch Vorrichtungen, die mit Druck arbeiten, oder mit pharmakologischen
Substanzen durch induzierte Bradykardie [27] entgegengewirkt werden. Spezifisch
bradykarde Substanzen konnten wegen der Herzfrequenzreduktion und der geringen

Nebenwirkungen bzgl. der Inotropie das operative Vorgehen vereinfachen helfen.

In diesem Sinne ist auch die Auslosung einer Bradykardie durch elektrische
Stimulation parasympathischer, den Sinusknoten innervierender Nerven Gegenstand
momentaner experimenteller Forschung. In Tierexperimenten konnte so die Herz-
frequenz signifikant gesenkt werden [55;56]. Hieraus la3t sich ableiten, dal} die |dee
der selektiven Herzfrequenzreduktion, ob elektrophysiologisch oder pharmakologisch

offensichtlich von Interesse ist.

Spezifisch bradykarde Substanzen helfen andererseits unerwinschte Tachykardien
in Experimenten zu reduzieren und die Handhabung und Datenerhebung von
Versuchen zu erleichtern. Das gilt z.B. fur den Fall, dal3 bildgebende Verfahren mit
geringer zeitlicher Auflosung an hochfrequent schlagenden Herzen, wie sie z.B. bei

der Ratte vorkommen, nur sehr begrenzt eingesetzt werden konnen.
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4.1.4 Wirkmechanismus von Cilobradin

Bei Cilobradin (s. Abb. 19) handelt es sich um eine Substanz, die Uber den Sinus-
knoten die Herzfrequenz reduziert und zu keiner relevanten Beeinflussung anderer
hamodynamisch wirksamer Variablen flhrt [26;27;57]. Sie gehort zur Gruppe der
spezifisch bradykarden Substanzen, die sich von zwei strukturell unterschiedlichen,
chemischen Gruppen ableitet: den N-substituierten Imidazolin-Derivaten (Alinidin-
Typ) und den Benzolactam-Derivaten (Falipamil-Typ) [17]. Der Wirkmechanismus
des Cilobradin am Sinusknoten beruht v. a. auf einer Beeinflussung sogenannter Is-
Kanale. Diese unspezifischen Kationenkandle (cAMP-abhangige Na*/Ka'-Kanéle)
werden durch Repolarisation aktiviert und erzeugen im Potentialbereich der
spontanen, langsamen diastolischen Depolarisation vorwiegend einen Na'-
Einwartstrom (Schrittmacherstrom) am ventrikularen Erregungsleitungssystem. Die
besondere Bedeutung der I--Kanale fur die Schrittmacherfunktion liegt u.a. darin, da®
sowohl 3-adrenerge als auch muskarinerge Effekte auf die Herzfrequenz Uber die
Modulation dieser Kanale vermittelt werden [58]. Cilobradin ist ein hochselektiver und
potenter Blocker der I-Kanale [57] und bewirkt eine anwendungs- und spannungs-
abhangige Blockade. Obwohl die I-Kanale wahrscheinlich eine besondere
Bedeutung fur die Schrittmacherfunktion und die autonome Modulation des Sinus-
knotens haben, wird diese Funktion auch durch diverse andere Kanale beeinflulit,
denn selbst eine komplette Blockade des l+-Kanals kann sie nicht vollig aulder Kraft
setzen [58]. Die unterschiedliche Wirkung des Cilobradin in Abhangigkeit von der Art
der Anwendung wird dadurch belegt, da® die I-Kanal-Blockade langsam beginnt,
wenn die Zellen bei einer niedrigen Herzfrequenz spontan depolarisiert sind.
Umgekehrt tritt die Wirkung rascher ein, wenn bei einer erhdhten Herzfrequenz eine

kinstliche Depolarisation vorliegt. Im Extremfall, wenn isolierte Sinusknotenzellen mit
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einer Substanz behandelt werden, die eine spontane Depolarisation verhindert (z.B.
Acetylcholin), findet eine I+Kanal-Blockade nicht statt. Der normale Zyklus von
Depolarisation und Repolarisation des Sinusknotens ist somit eine wesentliche
Voraussetzung flr eine Cilobradin-induzierte Wirkung. Darlber hinaus bedingt der
Ablauf der spontanen Depolarisation nicht nur den Wirkungsbeginn der Substanz,
sondern auch die Auswaschkinetik [24;25]. Neben der Art der Anwendung bestimmt
das vorliegende Spannungspotential die blockierende Wirkung des Cilobradin. Sie
tritt nur dann ein, wenn die Zellen ausreichend hyperpolarisiert sind. Die I-Kanale
sind nur dann in ihrer ,offenen Konfiguration“, wenn das transmembrandse Potential
ausreichend negativ ist. Nur unter dieser Bedingung kann eine Wirkung des
Cilobradin erwartet werden. Wenn hingegen das Membranpotential neutral oder
depolarisiert ist, sind diese I-Kanale ,geschlossen® [58].

Cilobradin hat keinen EinfluB auf die K*-Kanale vom L-Typ, die Affinitat zu I-Kanalen
ist ca. 1000 mal starker als zu den Ca®*-Kanalen [57]. Diese Tatsache wird auch
dadurch bestatigt, dal® der Dosisbereich von Cilobradin relativ grol3 ist, innerhalb
dessen eine selektive Reduktion der Herzfrequenz ohne blockierenden Effekt auf die
Ca?*-Kanile erreicht werden kann, d.h. ohne verminderte myokardiale Kontraktilitat
und systemische Vasodilatation. Dies ist um so bemerkenswerter, als eine grol3e
strukturelle Ahnlichkeit zum Verapamil, einem klassischen Ca?*-Antagonisten,
besteht. Der Effekt des Cilobradin auf die Ca®*-Kanale vom S-Typ wurde bisher nicht
untersucht. Am Zatebradin (UL-FS 49), einer Vorgangersubstanz des Cilobradin,
konnte gezeigt werden, dal} die Blockade der I-Kanale offenbar nur mdglich ist,
wenn die Substanz intrazellular wirkt, ein Zusatz zu extrazellularen Flussigkeiten
bleibt daher ohne entsprechende Wirkung. Fir das chemisch eng verwandte

Cilobradin ist ein ahnlicher Mechanismus anzunehmen; experimentelle Unter-



Diskussion 40

suchungen liegen allerdings nicht vor. Cilobradin existiert in einem pH-abhangigen
Gleichgewicht zwischen einer positiv geladenen und einer neutralen Form. Nur die
neutrale Form kann die Zellmembran der Sinusknotenzellen passieren und dann

nach intrazellularer Protonisierung seine Wirkung an den I-Kanalen entfalten [24;25].
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Abb. 19: Die Konfiguration des I~Kanals ist spannungsabhédngig (Offnung bei Hyperpolarisation in der
Diastole. SchlieBung bei Depolarisation in der Systole), so dal8 Cilobradin (DK-AH 269) (D) nur wéhrend
der Hyperpolarisation an die innere Membranoberflache gebunden werden kann (Abb. mit freundlicher
Genehmigung der Firma Dr. Karl Thomae GmbH).



Diskussion

41

4.2

Ergebnisse

4.2.1 Hamodynamik

4.2.1.1 Herzfrequenz und Diastolendauer

Tab. 1: Senkung der Herzfrequenz durch spezifisch bradykarde Substanzen. Die Senkung der
Herzfrequenz ist die am einheitlichsten beurteilte und dokumentierte Wirkung spezifisch bradykarder

Substanzen. Das Ausmal3 der Bradykardie ist abhdngig von Substanz, Dosierung,

experimentellem Modell.

Spezies und

Autor Jahr | Substanz | Dosierung Spezies Exp. Modell | HF-Red. |Literatur
Skarvan |1987 | Alinidin 10 mg Mensch Postoperativ 12 % [50]
Gombotz | 1988 Alinidin 0,6 mg/kg Mensch Intraoperativ 18 % [59]

Schad 1991 | Alinidin 2 mg/kg Hund Akut 33 % [60]
Schipke |1991 | UL-FS 49 1 mg/kg Kaninchen Isoliert 11 % [4]

Preiser 1992 | Alinidin 1 mg/kg Hund Akut 12 % [61]
O'Brien [ 1992 | UL-FS 49 | 0,25 mg/kg Hund Akut 32 % [91]

v. Woerkens | 1992 | UL-FS 49 0,44 mg Schwein Akut 25 % [71]

Guth 1992 [DK-AH 269 0,3 mg/kg Schwein Akut 21 % [24]

Guth 1992 | DK-AH 269 10°M Schwein Isol. Atrium 32% [25]

Breall 1993 | UL-FS49 | 0,975 mg Schwein Isoliert 31 % [49]

Bril 1994 | UL-FS 49 | 0,75 mg/kg Kaninchen Akut 35 % [62]
Frishmann | 1995 UL-FS 49 10 mg Mensch Probanden 16 % [22]

Schulz 1995 | UL-FS 49 | 0,6 mg/kg Schwein Akut 27 % [9]
Boucher |1995| Alinidin 4 mg/kg Hund Akut 43 % [63]

Leitch 1995| ZD 7288 0,64 um |Meerschw./Kaninchen Isoliert 53 %/38 %| [64]

Ryu 1996 | UL-FS 49 | 0,75 mg/kg Kaninchen Chronisch 25 % [39]
Granetzny | 1996 | DK-AH 269 10°M Kaninchen (NZW) Isoliert 25 % [26]
Hu 1997 | UL-FS 49 | 100 mg/kg Ratte Chronisch 30 % [74]
Granetzny | 1998 | DK-AH 269 10°M Kaninchen (NZW) Isoliert 23 % [27]
Mangin [ 1998 | S-16257 2mg/kg Ratte Akut 29 % [65]
Ragueneau | 1998 | S-16257 10 mg Mensch Probanden 19 % [70]
Mitrovic |[1998| KC 8857 | 0,3 mg/kg Mensch Probanden 13 % [66]
Schlack |1998| zD 7288 | 0,7 mg/kg Hund Akut 29 % [69]
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Die Herzfrequenz (HF) blieb wahrend des gesamten Protokolls in der Placebo-
Gruppe, abgesehen von einer nicht signifikanten Abnahme, konstant. Dieser Befund
ist in guter Ubereinstimmung mit friheren Untersuchungen an isolierten
Kaninchenherzen [67;68]. Der von uns gezeigte Effekt auf die Herzfrequenz mit einer
max. Abnahme auf 74 % der Ausgangsfrequenz nach 10° M Cilobradin entspricht
bisher publizierten Daten, die an verschiedenen Tiermodellen und mit verschiedenen
bradykarden Substanzen, wie z.B. Zatebradin [4;15] oder Alinidin [19;60;69],
gewonnen wurden, und bei denen die Herzfrequenz zwischen 11 % [23] und 30 % [4]
reduziert wurde (s. auch Tab. 1). Eine Dosisfindungsstudie bei gleichem Modell,
gleicher Substanz und gleicher Dosierung ergab nahezu identische Werte [26]. Beim
Menschen fUhrten bradykarde Substanzen nicht zu eindeutigen
Herzfrequenzsenkungen, sie variierten zwischen 12 % [50] und 19 % [70], was in
einem vergleichbaren Rahmen zu dem steht, was von 3-Blockern berichtet wird [7;8].
Die Herzfrequenzreduktion nach Gabe von Verapamil war signifikant, und die
konstante Herzfrequenz bei dieser Substanz und bei Cilobradin wahrend der
Reperfusionsphase, bezogen auf den Wert nach Substanzgabe, legt die Vermutung
nahe, dald eine low-flow Ischamie bis zu 75 min nur einen geringen Einflul auf die
Herzfrequenz hat.

Da die Systolendauer bei Induktion einer Bradykardie im wesentlichen unverandert
bleibt, zeigt sich fur Herzfrequenz und Diastolendauer ein spiegelbildliches
Verhalten, das bei Abnahme der Herzfrequenz zu einer verlangerten Diastole fuhrt.
Dies hat sowohl eine verbesserte ventrikuldare Flllung als auch eine bessere
koronare Durchblutung zur Folge. Diese Effekte wurden in anderen Studien bestatigt
[71;72], allerdings wurde auch eine gering verlangerte Systole bei ebenfalls

tendentiell verkurzter Diastole in der Reperfusionsphase beschrieben [73].
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4.2.1.2 Systolische Funktion

Verapamil oder Cilobradin in einer Konzentration, die die Herzfrequenz um ein
vergleichbares Mal} senkte, verschlechterten die systolische Funktion in der
Verapamil-Gruppe dramatisch und bei Cilobradin moderat. Eine derart hohe
Dosierung von Verapamil mit damit verbundener, signifikanter Herzfrequenzreduktion
ist in der Klinik nicht tolerierbar. Primares Ziel dieser Studie war aber, Unterschiede
zwischen Cilobradin und Verapamil hinsichtlich ihrer Einflisse auf den inotropen
Status in vergleichbaren Dosierungen herauszuarbeiten, v.a. in Hinblick auf
kontroverse Ergebnisse anderer experimenteller Studien mit anderen spezifisch
bradykarden Substanzen [23;74]. Bei Ca®*-Antagonisten wie Verapamil, aber auch R-
Blockern wurden in vielen experimentellen und klinischen Studien deutlich negativ
inotrope Effekte nachgewiesen [14;43;47]. Diesen Ergebnissen entsprachen unsere
Befunde. So wurde der linksventrikulare Spitzendruck und die maximale Druck-
anstiegsgeschwindigkeit als Kontraktilitatsmald durch Cilobradin moderat (auf 90 %
bzw. 81 %), aber durch Gabe von Verapamil signifikant (auf 26 % bzw. 21 %)
reduziert. Im weiteren Verlauf wahrend der Reperfusion erholten sich diese Variablen
in allen drei Gruppen nur unwesentlich. Uberraschend war diese Beobachtung nicht,
da die Erholung der systolischen Funktion nach 75 min low-flow Ischamie mehrere
Tage oder Wochen andauern kann [75]. Somit ist ein entscheidender Vorteil
spezifisch bradykarder Substanzen gegeniiber Ca®*-Antagonisten und R-Blockern die
Herzfrequenz zu senken, ohne die systolische Funktion signifikant zu beeinflussen.
Dies gilt als gut gesichert, abgesehen von der Abnahme der Kontraktilitat durch die
negative Kraft-Frequenz-Beziehung (= negatives Treppenphanomen) [26;27;76;77],

auf welche spater eingegangen wird. Unabhangig von der negativen Kraft-Frequenz-
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Beziehung ist die Abnahme der systolischen Funktion wahrend der
postischamischen Reperfusion umfangreich beschrieben [73;79;80].

Die fehlende negative Inotropie der Sinusknoteninhibitoren wurde u.a. auch am
insuffizienten Herzen der Ratte bestatigt [74]. Im experimentellen Infarktmodell der
Ratte kommt es mit zunehmender InfarktgroRe zu einer geringen Verschlechterung
der linksventrikularen Funktion. Uber die Beeintrachtigung der systolischen Funktion
wahrend der Reperfusion in Studien mit regionaler und globaler Ischamie wurde
bereits des Ofteren berichtet [68;78]. In der vorliegenden Studie stimmte die
signifikante Reduktion der systolischen Funktion wahrend Reperfusion nach
Ischamie (= myokardiales Stunning) in der Placebo-Gruppe mit anderen Studien gut
uberein [73;78;79;80;81]. Erwahnenswert ist die Tatsache, dal} Cilobradin eine
Reduktion des Schlagvolumens wahrend Reperfusion auf 13 % nach sich zog,
wohingegen nach Verapamil kein Schlagvolumen mehr ausgeworfen wurde.
Insgesamt geht diese Beeintrachtigung aller linksventrikularer Funktionsvariablen mit
einem inadaquat hohen Sauerstoffverbrauch und damit der Abnahme des
kontraktilen und externen Wirkungsgrades im postischamisch, reperfundierten
Myokard einher. Der angebotene Sauerstoff wird nur ineffizient in Kraftentwicklung
umgesetzt [82]. Fur dieses Phanomen wurde der Begriff des metabolischen
Stunnings gepragt [73]. Fur das Zustandekommen der postischamischen Dysfunktion
kann vermutlich auch ein gestdrter Ca®*-Haushalt verantwortlich gemacht werden.
Auch in Abwesenheit einer Ischamie konnten durch eine transiente Ca?*-Uberladung
physiologische, metabolische und histologische Aspekte von myokardialem Stunning

imitiert werden [83].
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4.2.1.3 Kraft-Frequenz-Beziehung (= Treppenphanomen)

Um die Frage zu beantworten, ob bradykarde Substanzen negativ inotrope Eigen-
schaften aufweisen oder nicht, mul} das sog. Treppenphanomen oder der Bowditch-
Effekt bertcksichtigt werden, der die Relation zwischen Kontraktionskraft und Herz-
frequenz beschreibt [76]. Das Phanomen besagt, dal} im normalen, intakten Myokard
die Kontraktionskraft mit der Herzfrequenz in physiologischen Bereichen ansteigt.
Folglich ware das Kraft-Frequenz-Verhaltnis positiv. Umgekehrt, im insuffizienten
Myokard wurde die systolische Funktion bei einer Herzfrequenzsteigerung
vermindert, d.h. beim insuffizienten Myokard ist das Kraft-Frequenz-Verhaltnis
negativ [84]. Folglich konnte sich die systolische Funktion im insuffizienten Myokard
verbessern, wenn eine bradykarde Substanz, wie in der vorliegenden Studie
Cilobradin, die Herzfrequenz senkt. Bei Patienten mit maRiger oder schwerer Herz-
insuffizienz kdnnen Ca?*-Antagonisten bereits in niedrigen Konzentrationen die vor-
bestehende Herzinsuffizienz drastisch verschlechtern [85]. Deshalb kommt die
negative Kraft-Frequenz-Beziehung bei Ca?*-Antagonisten nicht zum Tragen. Bei
spezifisch bradykarden Substanzen konnte die negative Kraft-Frequenz-Beziehung

jedoch einen positiven Effekt auslosen.

4.2.1.4 Diastolische Funktion

Im postischamisch reperfundierten Myokard ist auch die diastolische Funktion ver-
schlechtert [86]. Diese reduzierte diastolische Funktion kann sogar nach Erholung
der systolischen Funktionsvariablen persistieren und auf diese Weise zur klinischen

Manifestation eines ansteigenden Fullungsdrucks beitragen [73;86]. Als diastolische
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Funktionsvariablen bestimmten wir als Maf} fur die frihe Relaxation die minimale
Druckanstiegsgeschwindigkeit [dP/dtyin] und als Mal fur die spate Relaxation den
linksventrikularen enddiastolischen Druck [LVPe4], die beide bei globaler diastolischer
Funktionseinschrankung erhéhte Werte aufweisen muften. In unserer Studie zeigte
dP/dtnin in allen drei Gruppen eine verschieden umfangreiche, aber durchaus
vergleichbare Verschlechterung. Verglichen mit der oben genannten systolischen
Funktionsvariable [dP/dtnax] war die Einschrankung von dP/dty, in der als Kontrolle
fungierenden Placebo-Gruppe nahezu identisch und verbesserte sich im Verlauf der
Reperfusion nicht. Die Veranderungen von dP/dtni, nach globaler Ischamie wurden
an ahnlichen Modellen bestatigt [73;86]. Auffallend ist nach unseren Resultaten, daf}
dP/dt,in, nach Gabe von Verapamil wesentlich starker reduziert war als nach
Cilobradin (auf 12 % bzw. 46 %). Dies korreliert gut mit der systolischen Funktions-
einbulle dP/dtmax: (19 % bzw. 47 %) und bestatigt den moderaten negativ inotropen
Einfluld von Cilobradin [24;25;27]. Es ist gut bekannt, dal} dP/dtnax frequenzabhangig
ist [87;88], und dasselbe scheint fur dP/dtmin zu gelten. Die Verschlechterung der
frihen Relaxation ist also offenbar zum Teil frequenzbedingt und nur zu einem
anderen Teil direkt auf die Substanzen zurtuckzufihren.

Ein interessantes Verhalten zeigte der enddiastolische Druck [LVPe4], denn er fiel
nach Gabe von Verapamil ab und stieg nach Cilobradin signifikant an. Der end-
diastolische Druck wird mindestens von zwei Gro3en beeinfluf3t, die in dieser Studie
erfalt werden: die fruhe Relaxation [dP/dtnin] und die Diastolendauer. Eine
Verbesserung von dP/dtn, sollte zu einer Senkung des enddiastolischen Drucks
beitragen. Umgekehrt ist zu erwarten, dass eine verlangerte Diastolendauer Uber
eine verbesserte Ventrikelfillung zu einem Anstieg des LVPey flUhren sollte.

Verapamil verschlechterte die frihe Relaxation signifikant, so dal ein Anstieg von
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LVPey zu erwarten ware. Die verlangerte Diastolendauer sollte zusatzlich zu einem
LVPe4-Anstieg fuhren. Weil nun diese GroRe tendentiell sogar abnahm, spekulieren
wir, dall die durch Verapamil hervorgerufene Verschlechterung der globalen
systolischen Ventrikelfunktion am LVPgs-Verhalten beteiligt ist: Wenn der
linksventrikulare  Spitzendruck nach Verapamil auf etwa 25 % seines
Ausgangswertes abfallt, dann ist es - bei einer angemessenen Sauerstoffversorgung
- nicht Uberraschend, wenn auch LVP¢y moderat sinkt. Der signifikante Anstieg von
LVPes nach Gabe von Cilobradin entspricht der Vorstellung einer verbesserten
Ventrikelfullung in folge der verlangerten Diastole, wie sie auch aus Untersuchungen

an chronisch ischamischen Schweinen berichtet wird [71].

4.21.5 Gefalltonus

Die Durchblutung der Koronarien geschieht primar in der Diastole. Daher hat eine
veranderte Herzfrequenz Einflu auf die globale und regionale Koronardurchblutung.
Ein Anstieg der Herzfrequenz reduziert die Diastolendauer, erhoht die extravasale
Komponente des Koronarwiderstandes [89] und behindert somit besonders die
Durchblutung subendokardialer Schichten [90]. Von einer Reduktion der Herz-
frequenz ware eine Steigerung des arteriellen Einstroms in die Koronararterien und
dadurch eine Verbesserung der transmuralen Versorgung subendokardialer Areale
zu erwarten [9]. In unserer Studie verlangerten sowohl Cilobradin als auch Verapamil
die Diastolendauer in einem vergleichbaren Malde, jedoch waren ihre Effekte auf die
Koronardurchblutung  unterschiedlich.  Eine  signifikante  Steigerung  der
Koronardurchblutung in Anwesenheit von Verapamil ist auf die bekannten

vasodilatierenden Eigenschaften dieser Substanz zurlckzufihren und trat wie
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erwartet ein. Im Gegensatz dazu war die Koronardurchblutung nach Gabe von
Cilobradin geringfligig reduziert, blieb aber unverandert, wenn sie fur den einzelnen
Herzschlag berechnet wurde. Daher ist Cilobradin vermutlich nicht vasoaktiv.
Aulerdem koénnte ein deutlicher Anstieg des LVPey zu einem Anstieg der
extravasalen Komponente des Koronarwiderstandes fihren und damit Ursache der
verminderten Koronardurchblutung sein. Die synchrone, geringfigige Reduktion der
Koronardurchblutung zusammen mit einer geringflgigen Verschlechterung der
linksventrikularen Funktion spricht flr eine intakte Autoregulation, welche bei einer
verminderten metabolischen Aktivitat zu einem erhdohten Gefalltonus fihrt [23]. Die
Abnahme der Koronardurchblutung nach Cilobradin wird von anderen Autoren fur
vergleichbare  spezifisch bradykarde Substanzen bestatigt [23]. Nach
Untersuchungen an anderen Modellen kommt es zu einer regionalen Umverteilung
des koronaren Flusses mit einer vermehrten subendokardialen Durchblutung, die zu
Lasten der subepikardialen Perfusion geht [23]. Eine Veranderung der transmuralen
Perfusion konnten wir an unserem Modell nicht nachweisen; sie konnte in anderen
Studien jedoch deutlich belegt werden [36;37;91].

Es ist auch zu bertcksichtigen, da® bei einer 75 min low-flow Ischamie nicht nur
myokardiales Stunning ausgeldst wird, sondern auch irreversible Veranderungen
hervorgerufen werden. Die wahrend der Reperfusion in allen drei Gruppen reduzierte
Koronardurchblutung lieRe sich auf die verminderte Ventrikelfunktion aber auch auf
eine Lasion der Koronargefalde zurlckflihren. Hierbei ist jedoch zu berucksichtigen,
dall der Sauerstoffverbrauch im ,stunned Myokard“ relativ hoch ist, da der
angebotene Sauerstoff nur wenig effizient in Funktion umgesetzt wird
(= metabolisches Stunning [67]). Andererseits kam es wahrend der post-

ischamischen Reperfusion zu einem Anstieg des Koronarwiderstandes, der sich
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aufgrund des konstant gehaltenen Perfusionsdrucks spiegelbildlich  zur
Koronardurchblutung verhielt. Auf der Basis der reduzierten Koronarreserve und des
angestiegenen Widerstandes nach kurzen ischamischen Perioden wurde der Begriff
des mikrovaskularen Stunnings gepragt [92]. Mdgliche Mechanismen, die dieses
Phanomen erklaren konnen, sind morphologische Veranderungen der Kapillaren und
eine interstitielle Odembildung, die sich wéahrend der Reperfusion entwickeln kénnen
[3]. Wenn man allerdings bedenkt, da® die Diastolendauer in unseren Versuchen
verlangert war, so mag der Widerstandsanstieg etwas Uberraschend erscheinen.
Mdglicherweise ist die Bedeutung der Diastolendauer fiur die Koronarperfusion in
unserem Modell im Vergleich zur Entstehung des Zellédems und der verminderten

linksventrikularen Funktion nicht so bedeutend.

4.2.2 Myokardstoffwechsel

0O,-Verbrauch

Herzfrequenz und myokardialer Sauerstoffverbrauch [MVO,] sind linear miteinander
verkniipft, deshalb war vorhersehbar, daR sich der gesamte MVO, nach
Verabreichung von Verapamil oder Cilobradin verringerte. Im weiteren Verlauf,
wahrend im normalen Myokard eine enge Beziehung zwischen oxidativem
Metabolismus und ventrikularer Funktion besteht, lag wahrend der postischamischen
Reperfusion ein sog. oxidativer ,Hypermetabolismus® vor [93], d.h. der MV O, blieb
im Vergleich zur Funktionseinbul3e unerwartet hoch. Auch in der Placebo-Gruppe
war der MVO, wahrend der Reperfusion signifikant vermindert, jedoch weniger als
dem prozentualen Verlust der systolischen Funktion [SV, LVPmax, dP/dtmax]

entsprache. Insbesondere nach Verapamil-Gabe kam es zu einer massiven
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FunktionseinbuBe, nicht aber zu einer deutlichen Verminderung des
Sauerstoffverbrauchs. Der MV O,/Schlag steigt sogar an, ein Vorgang, der zu Recht
als ,Hypermetabolismus® oder als ,Sauerstoffverschwendung” bezeichnet wird.

Wahrend der Reperfusion sinkt der Sauerstoffverbrauch sowohl gesamtmyokardial
als auch pro Schlag nach Verapamil nur maRig ab. Zum Teil kann der
postischamisch erhdhte Sauerstoffbedarf durch ,Reparaturprozesse” erklart werden,
die im postischamischen Myokard stattfinden [92]. Auch eine zunehmende
Wandspannung und ein gesteigerter basaler Metabolismus werden diskutiert [73]. In
der Cilobradin-Gruppe kam es zu einem nahezu identischen Verlauf, obwohl diese
Substanz kaum einen negativ inotropen Einflud hatte, wie Sie nach Verapamilgabe
zu beobachten war. Hervorzuheben bleibt, dak der MV O in allen Gruppen wahrend
der frihen Reperfusion grofRer als wahrend der spaten Reperfusion war, wahrend
sich die Ventrikelfunktion in der gleichen Zeit geringfugig erholte. Diese Ergebnisse
zeigen sehr eindrucksvoll, dall der Sauerstoff bei myokardialem Stunning nur
ineffektiv in Funktion umgewandelt wird [73;94;95], was als Phanomen des
»,metabolischen Stunnings® bezeichnet wird (s.0.) [73]. Unter diesem Aspekt ist zu
beachten, die Herzfunktion wahrend einer postischamischen Reperfusion nicht

unnotig mit negativ inotropen Substanzen zu kompromittieren.

4.2.3 Postischamische InfarktgroRe

Verglichen mit der Placebo-Gruppe scheint die Herzfrequenzreduktion in beiden
anderen Gruppen eine Rolle bei der Reduktion der InfarkigroRe gespielt zu haben.
Dieser Effekt zeichnete sich am deutlichsten in der Verapamil-Gruppe ab, weshalb

diese Substanz zur Pravention einer Ischamie mit anschlieRender Reperfusion am
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effektivsten zu sein scheint. Dieser Erfolg war aber nicht nur das Ergebnis der Herz-
frequenzreduktion, sondern auch der drastisch verminderten Funktion, durch welche
der ,ischamische Stre3“ massiv vermindert wurde. In der Klinik ware allerdings eine
vergleichsweise kleine Infarktgro3enreduktion auf Kosten eines derart umfang-
reichen Funktionsverlustes nicht zu tolerieren. Fir Cilobradin gibt es bisher keine
experimentellen Daten zur Reduktion der InfarktgroRe. Es liegen aber entsprechende
Resultate Uber die gut untersuchte Vorgangersubstanz Zatebradin (UL-FS 49) vor,
die zu einer ahnlichen Infarktgrof3enreduktion wie ein R-Blocker (Atenolol) flihrte [96].
In dieser Studie an narkotisierten Schweinen mit regional induzierter Ischamie war
interessanterweise nur die spezifisch bradykarde Substanz und nicht der [3-Blocker in
der Lage die regionale Dysfunktion zu verhindern.

Man koénnte argumentieren, dal® die Infarktflachen in unserer Studie bedeutend
kleiner als in anderen Modellen mit regionaler myokardialer Ischamie waren. In
anderen Studien an Kaninchenherzen fuhrte ein 30 min Koronararterienverschlufd zu
einem Verhaltnis von Nekroseareal zu Ischamierisikogebiet von 33 % bis zu 50 %
[97;98]. In solchen Modellen mit regionaler Ischamie werden die Effekte einer
Ischamie deutlicher, da die intakten Myokardareale weiter kontrahieren und sogar
den funktionellen Verlust des ischamisch gemachten Areals Uberkompensieren
konnen. Als Folge davon wird dieses Gebiet fur den bestehenden intraventrikularen
Druck anfalliger, was mit dem oft beschriebenen Phanomen des ,Bulging® einhergeht
[99]. Im vdlligen Gegensatz dazu reduziert der gesamte Ventrikel seine Funktion als
Antwort auf eine globale Ischamie, so dald es nicht zu der beschriebenen
Asynchronie zwischen nichtischamischen und ischamischen Myokard kommt.
Derartige Bedingungen einer globalen Ischamie existieren unter perioperativen

Bedingungen, z.B. wahrend Bypass-Operationen mit Kardioplegie.
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4.3 Kritik der Methode

4.3.1 Das Langendorff-Modell

Das arbeitende, isolierte Herz in einer modifizierten Langendorff-Anlage bietet im
Vergleich zu in situ Modellen den Vorteil, daf} sich stérende neurohumorale Einflliisse
oder Interaktionen mit den Ubrigen Organen und dem peripheren Kreislauf
ausschlielRen lassen. Damit kdnnen unmittelbare kardiale Einflisse von Wirkstoffen,
wie z.B. in unserer Studie Cilobradin, besser analysiert werden. Andererseits missen
durch das fehlende Perikard, die Durchtrennung der linksventrikularen Chordae
tendineae, das Einfuhren des intraventrikularen Ballons und durch das Aufhangen
des Praparates geringfligige Veranderungen der Ventrikelgeometrie in Kauf
genommen werden.

Der systemische Kreislauf war an unserem Modell so ausgelegt, dal} der links-
ventrikulare Spitzendruck bei auswerfenden Kontraktionen einen Betrag von
80 mmHg nicht Uberschreiten konnte, da die ,Nachlast® durch eine Wassersaule
entsprechender Hohe gebildet wurde. Eine verminderte Ventrikelfunktion war daher

mit einer anderen Kontraktionsform (= isovolumetrisch) verbunden.

4.3.2 InfarktgroRenbestimmung

Der Nachweis eines Herzinfarktes mit makroskopisch, enzymatischen Reaktionen
durch Inkubation von Myokardschnitten in Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC)-
Ldsung ist ein gut etabliertes Verfahren [30]. Bei der Bestimmung der InfarktgroRen
konnen jedoch methodenbedingte Fehler auftreten. Bei Verwendung von zu wenig

Inkubationsflussigkeit liegen die Herzscheiben auf dem Boden des Gefalies fest auf,



Diskussion 53

so dal} die Lésung die Unterseiten nicht gentigend erreichen kann. Wir haben daher
die Scheiben mehrmals in der Losung gewendet, um so eine gleichmalige
Einwirkung zu erzielen. Bei der Betrachtung der Oberflachen einer begrenzten
Anzahl an zufallig ausgewahlten Scheiben bei theoretisch unendlich vielen Herz-
schnitten bedient man sich zwangsweise einer Naherung. Die Flachenbestimmung
wird zusatzlich um so ungenauer, je fleckiger der Infarkt ist und je unscharfer die
Grenzen zu erkennen sind. Eine Untersuchung an 7 menschlichen Herzen zeigte
jedoch, dald die Einbeziehung von nur 5 anstelle von 9 Herzscheiben einen
Genauigkeitsverlust von lediglich 3 % der InfarktgroRe verursachte [100]. Wegen des
verminderten Auswertungsaufwandes haben wir uns daher fur die Aufarbeitung des
linken Ventrikels in durchschnittlich 6-8 Scheiben entschieden.

Bei Studien an verstorbenen Patienten mit unterschiedlichen Infarktaltern mul3 man
bertcksichtigen, da® das nekrotische Muskelgewebe nach mehreren Monaten von
Narbengewebe mit einer resultierenden Wandverdinnung ersetzt wird, wahrend
gleichzeitig die umgebenden Muskelfasern aufgrund einer vermehrten Belastung
kompensatorisch hypertrophieren und dadurch an Masse zunehmen. Die gemessene
Nekrosenausdehnung bei Patienten mit mehreren Wochen oder Monaten alten
Infarkten oder bei Langzeittierversuchen wird daher bei vergleichbarer globaler
Ischamiedauer kleiner sein als bei den vorliegenden Akutversuchen.

Der rechte Ventrikel wurde bei unserer InfarktgroRenbestimmung vernachlassigt. In
Ubereinstimmung mit mehreren Arbeitsgruppen wurde nachgewiesen [101], daR der
rechte Ventrikel beim Schwein, wie auch beim Menschen, zu 75 % durch die rechte
Koronararterie versorgt wird. Andere Autoren fanden bei verstorbenen Herz-
infarktpatienten in nur 19 % der Falle eine Beteiligung des rechten Ventrikels, wobei

in diesen Herzen das nekrotische Gebiet des rechten Ventrikels nicht mehr als 7 %
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des Gesamtinfarktes ausmachte [100]. Sollten sich also bei der von uns durch-
gefuhrten InfarktgréfRenbestimmung aufgrund der Nichteinbeziehung des rechten
Ventrikels Fehler ergeben haben, waren diese vernachlassigbar.

In unserer Studie wurde durch manuelles Ubertragen der Infarktareale auf Folie und
eine computergestltzte planimetrische Auswertung, ebenfalls per Hand und Maus,
zuruckgegriffen. Hierbei haben sich sicherlich auch Ungenauigkeiten ergeben, die
auf die auswertende Person zurtckzufuhren sind und die durch ein Scannen und
Vergroflern im Computer hatten objektiviert werden kénnen. Die Auswertung war
jedoch frei von interindividuellen Schwankungen, da sie von nur einer Person
vorgenommen wurde. Des Weiteren hat sich herausgestellt, dal} ein Spulen der
Herzscheiben nach erfolgter TTC-Farbung mit 0,9 %iger Kochsalzlésung deutlichere

und schénere Farbeergebnisse der Infarktareale mit sich gebracht hatte.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLURFOLGERUNG

In der verwendeten Dosierung senken der Ca?*-Antagonist Verapamil (Isoptin) und
die bradykarde Substanz Cilobradin (DK-AH 269) die Herzfrequenz effektiv. Dabei
weist Verapamil signifikante, negativ inotrope Effekte auf, wohingegen Cilobradin
grundsatzlich den inotropen Status nicht beeinflusst. Beide Substanzen fuhren im
Vergleich zur Placebo-Gruppe zu einer signifikanten Verminderung der Infarktgrofe.
Die geringfugig kleinere Infarktgrole nach Einsatz von Verapamil gegenlber
Cilobradin steht in keinerlei Verhaltnis zum dramatischen Verlust ventrikularer
Funktion.

Spezifisch bradykarde Substanzen bieten aus Sicht des Klinikers perfekte thera-
peutische Optionen. Fast alle Tierexperimente und auch diese Studie stltzen die
theoretischen Erwartungen und Hoffnungen an und in die Substanzgruppe. Es ist
daher verwunderlich, dal® diese vielversprechenden Substanzen bisher keinen
Einzug in die klinisch, therapeutische Routine gefunden haben.

Madglicherweise erreichen spezifisch bradykarde Substanzen eine neue Bedeutung
bei Operationen am schlagenden Herzen, bei denen eine nebenwirkungsarme
Herzfrequenzreduktion wunschenswert ware. Dieser Aspekt gewinnt immer mehr an
Bedeutung, weil andere Substanzen zur Senkung der Herzfrequenz bei Patienten mit

koronarer Herzkrankheit anscheinend ungeeignet sind.
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In der verwendeten Dosierung senken der Ca®*-Antagonist Verapamil (Isoptin®) und
die bradykarde Substanz Cilobradin (DK-AH 269) die Herzfrequenz effektiv. Dabei
weist Verapamil signifikante, negativ inotrope Effekte auf, wohingegen Cilobradin
grundsatzlich den inotropen Status nicht beeinflusst. Beide Substanzen fuhren im
Vergleich zur Placebo-Gruppe zu einer signifikanten Verminderung der Infarktgrofe.
Die geringfugig kleinere InfarktgroRe nach Einsatz von Verapamil gegenlber
Cilobradin steht in keinerlei Verhaltnis zum dramatischen Verlust ventrikularer
Funktion.

Spezifisch bradykarde Substanzen bieten aus Sicht des Klinikers perfekte thera-
peutische Optionen. Fast alle Tierexperimente und auch diese Studie stltzen die
theoretischen Erwartungen und Hoffnungen an und in die Substanzgruppe. Es ist
daher verwunderlich, dafl® diese vielversprechenden Substanzen bisher keinen
Einzug in die klinisch, therapeutische Routine gefunden haben.

Madglicherweise erreichen spezifisch bradykarde Substanzen eine neue Bedeutung
bei Operationen am schlagenden Herzen, bei denen eine nebenwirkungsarme
Herzfrequenzreduktion wunschenswert ware. Dieser Aspekt gewinnt immer mehr an
Bedeutung, weil andere Substanzen zur Senkung der Herzfrequenz bei Patienten mit

koronarer Herzkrankheit anscheinend ungeeignet sind.

Dusseldorf, den 19. Dezember 2002 Univ.-Prof. Dr. rer. nat. J.D. Schipke
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