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Einfihrung

Kurze subletale Perioden myokardialer Ischamien erhthen die Toleranz des Myo-
kards gegen die Folgen einer sich anschlief3enden langeren Ischamie. Dieses Phano-
men wurde erstmals von Murry et. a. [1] beschrieben und ist seitdem als ischami-
sche Prakonditionierung (,preconditioning” [PC]) bekannt. Myokardprotektion
durch PC konnte bisher an allen untersuchten Saugetierspezies [2, 3, 4], einschlief3-
lich des Menschen, nachgewiesen werden [5]. Der initiale protektive Effekt der PC
tritt unmittelbar nach dem ischamischen Stimulus auf und schiitzt das Myokard for
ca. 1 bis 2 Stunden. Friihere Studien haben jedoch gezeigt, dal’ die Myokardprotekti-
on der ischadmischen Prékonditionierung ca. 24 Stunden nach der initialen prékondi-
tionierenden Ischamie erneut auftritt und dann das Myokard fir etwa 48 Stunden vor
den Folgen einer | schamie-Reperfusionssituation schiitzt [6]. Dieses Phdnomen wur-
de als , spéte Prakonditionierung” oder ,Zweites Fenster der Protektion® (,, Second
Window of Protection” [SWOP]) [6] bekannt. Sowohl PC, als auch SWOP kénnen
durch eine Vielzahl von Stimuli ausgel 0st werden, z.B. durch kurze Ischamien oder
aber auch pharmakologisch durch Adenosin, Opioide oder Stickstoffmonoxyd-(NO-)
Donatoren [7]. DaR durch das Offnen von Adenosintriphosphat (ATP)- sensitiven
Kalium (Katp)- Kandlen ist wesentlich fir die Kardioprotektion sowohl der frihen
Phase der PC [8], as auch von pharmakologisch induziertem SWOP [9]. Unklar ist
hingegen, ob auch das ischamisch induzierte SWOP Uber die Offnung von Kare-
Kanden vermittelt wird.

Die Aufklarung des Pathomechanismus der PC und des SWOP hétte fur den Klini-
schen Alltag einen hohen Nutzen. Zum einen kdnnte méglicherweise vor einer ge-
planten Myokardischamie, z.B bel einer perkutanen transluminalen coronaren An-
gioplastie (PTCA) oder bei der koronaren Bypasschirurgie, eine Myokardprotektion
durch Medikamentengabe erzielt werden, zum anderen kénnte man in einer Situati-
on, in der mit einer Ischamie und Reperfusion zu rechnen ist Substanzen meiden, die
PC und SWOP blockieren. Ziel der hier vorliegenden Studie war es zu untersuchen,

welche Rolle die Offnung von K arp-Kanélen bei der durch eine kurze Ischéamie aus-
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gel6sten SWOP hat. Dazu wurde der spezifische K arp-Kanalblocker 5-Hydroxyde-
canoate (5-HD) eingesetzt.
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Literaturubersicht

Die Signaltransduktion des SWOP

Trotz intensiver Untersuchungen ist die Signaltransduktionskette des SWOP bis
heute nicht vollstandig aufgeklart. Diskutiert wird folgender Signaltransduktionsweg:

Abbildung 1. Schematische Darstellung des SWOP-Mechanismus

| schamischer Strefd

? NO (eNOS)
Angiotensin A
? ROS

)

Trigger des SWOP

? PKC (e-lsoform)

Signaltrans\c(uktionskette Tyrosinkinasen
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N/ ? HSP27
Mediator des SWOP ?  NO-Synthese?
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In der hier vorliegen-
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Myokar dprotektion

NO: Sticksoffmonoxyd
ROS: Reaktive Sauerstoffspezies
PKC: Protein Kinase C
MAP-Kinasen: Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
HSP27: 27 kD grol3es Hitzeschockprotein

Katp-Kana:  ATP-sensitiver Kaliumkana
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Trigger des SWOP

? NO und reaktive Sauer stoffspezies

Die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), darunter vor allem Peroxynitrit
(ONOO" ) und Hydroxylradikale (OH), spielt eine wichtige Rolle wahrend der
SWOP induzierenden Ischamie [7]. Stickstoffmonoxyd (NO) gilt as die ,, Quelle
der ROS wéahrend der prakonditionierenden Ischamie. NO entsteht durch die Oxyda-
tion von L-Arginin durch eine Gruppe von Isoenzymen, den NO-Synthasen (NOS).
Man kennt zwei konstitutive und eine induzierbare Isoform der NOS (iNOS). Die
konstitutiven NOS sind zum einen die endotheliale NOS (eNOS) und zum anderen
die neuronale NOS (NNOS). Die NO-Synthese wird durch Kazium und NADPH
stimuliert. Nach einer kurzen Ischdmie kénnte die NO Produktion durch diesen Re-
aktionsweg gesteigert sein, da wahrend der Ischamie NADPH und Kalzium in der
Zelle kumulieren und mit Beginn der Reperfusion der bendtigte Sauerstoff als Reak-
tionspartner wieder zur Verfligung steht. Mit Beginn der Reperfusion entstehen ver-
mehrt Superoxydanionen, die mit NO unter der Bildung von ONOO'-lonen reagie-
ren. ONOO'-1onen sind sehr reaktionsfreudig und instabil. Dadurch entstehen zu Be-
ginn der Reperfusion die oben erwdhnten Hydroxylradikale. Bolli und Mitarbeiter
schlul¥folgern daraus, dal3 NO der Trigger des SWOP ist.

? Adenosin A;-Rezeptoren

SWOP ist nicht nur durch kurze Ischamien sondern auch pharmakol ogisch induzier-
bar. Sowohl Opiate [10] und Monophosphoryl A (ein abgeschwéchtes bakterielles
Endotoxin) [11], as auch Adenosinrezeptoragonisten (CCPA und Adenosin) [12]
kénnen SWOP induzieren. Inwieweit diese Rezeptoren bel der Myokardprotektion
des ischamisch induzierten SWOP involviert sind, ist bislang nicht geklart. Aus Un-

tersuchungen zur Signaltransduktion des klassischen PC ist bekannt, dal3 Adenosin,
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Opiate und Bradykinin Uber einen G-Protein gekoppelten Mechanismus die
Phospholipasen C (PLC) und D (PLD) aktivieren. Dies fuhrt zur Freisetzung von
Diacylglyerol (DAG). Diacylglyerol induziert die Translokation und Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC). NO und ROS aktivieren die Proteinkinase C sowohl tber die
Aktivierung von PLC und PLD asauch direkt [13].

? Proteinkinase C

Sowohl pharmakologische, als auch ischdmische SWOP-Induktion fuhren zu einer
Trandokation und somit der Aktivierung der Proteinkinase C. Die Myokard-
protektion, die durch die Gabe von Adenosinrezeptoragonisten [14], Monophospho-
ryl A [15] und NO [16] oder durch eine prakonditionierende Ischdmie [17] induziert
wird, konnte durch Hemmung der PKC durch Chelerythrinchlorid blockiert werden.
Die direkte Stimulation der PKC durch Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) fuhrt
zu einer im Vergleich zu SWOP gleichen Infarktgrof3enreduktion, ohne dal3 ein vor-
heriger ischamischer Stimulus nétig ist [7]. Von den 11 Isoformen der PKC konnte
von Qiu und Mitarbeiter [17] gezeigt werden, dal3 die Isoform ? an der Signaltrans-
duktion des SWOP am Kaninchenherzen beteiligt ist.

? Tyrosinkinasen

Imagawa und Mitarbeiter [18] konnten zeigten, dal? auch die Tyrosinkinasen an der
Signaltransduktion des SWOP beteiligt sind. SWOP aktiviert selektiv zwei der Tyro-
sinkinasen (Src und Lck). Durch Blockade der PKC ist auch die Aktivierung der bei-
den Tyrosinkinasen nicht mehr nachweisbar. Dies deutet daraufhin, dal3 die Tyrosin-

kinasen erst nach der PK C-Transl okation aktiviert werden.
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? Mitogen aktivierte Proteinkinasen

Dana und Mitarbeiter [14] berichteten erstmalig, dal3 die p38-mitogen aktivierte
Protein- (MAP)- Kinase (p38MAPK) Aktivitéa nach pharmakologisch induziertem
SWOP in den so prékonditionierten Herzen signifikant erhoht ist. Fir die
p38BMAPK- Aktivitdt konnte in friheren Studien gezeigt werden, dal3 diese durch
verschiedene Stref3situationen, wie zum Beispiel Ischdmie/ Reperfusion [19], und die
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie zum Beispiel dem A;-
Rezeptor, erhoht wird [20, 21, 22]. Da Dana u.a. nach Inhibition der PKC oder der
Tyrosinkinasen die erhohte Aktivitat der p38MAPK nicht mehr nachweisen konnten,
scheint p38MAPK distal der PKC und der Tyrosinkinasen in die Signaltransduktion

des SWOP involviert zu sain.

? DieBedeutung des Hitzeschockproteins HSP27

HSP27 ist ein 27 kD schweres Hitzeschockprotein. HSP 27 hat eine direkte zytopro-
tektive Aktivitét, die durch die Phosphorylierung des HSP27 verstérkt wird. Die Zy-
toprotektion wird durch eine Stabilisierung des Aktin Zytoskelettons vermittelt [23].
SWORP fihrt nicht zu einer verstérkten Expression von HSP27 [24], sondern zu einer
Freisetzung des HSP27 aus Membranen in das Zytosol. Nach pharmakologisch indu-
Ziertem SWORP liegt das HSP27 Uberwiegend in phosphorylierter Form vor, wahrend
in nicht prékonditionierten Herzen HSP27 Uberwiegend nicht phosphoryliert ist. Ein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen HSP27 und SWOP konnte bisher nicht ge-
zeigt werden, da zur Zeit keine selektiven Blocker des HSP27 zur Verfligung steht.
Es wird aber vermutet, dal? sowohl p38MAPK, als auch HSP27 die Offnungswahr-

scheinlichkeit fir K rp-Kanéle erhdhen [25].
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? DieBedeutung des Transkriptionsfaktors NF-?B

Xuan und Mitarbeiter [26] konnten zeigen, dal3 der Transkriptionsfaktor NF-?B an
der Entstehung der Myokardprotektion des SWOP betelligt ist. Die durch SWOP ge-
steigerte NF-?B- Aktivitét ist nach Blockade der NOS Aktivitét, der ROS- Entste-
hung, der PKC oder der Tyrosinkinasen nach ischémischer SWOP- Induktion nicht
mehr nachweisbar. Xuan und Mitarbeiter schlul¥folgern daraus, dal3 die erhéhte NF-
?B- Aktivitét durch NO und ROS induziert wird und von der Anwesenheit der PKC

und von Tyrosinkinasen abhangig ist.

? Induzierbare NO-Synthase

NF-?B ist ein Hauptmodulator der iNOS Aktivitét [27]. Durch eine gesteigerte NF-
?B- Aktivitéat wird mehr iNOS exprimiert. Dadurch wird wahrend der zweiten, in-
farktinduzierenden, Ischamie mehr NO freigesetzt. Uber welchen Mechanismus die
gesteigerte NO-Bildung wéhrend der langen infarktinduzierenden Ischémie kardio-
protektiv wirkt, war lange Zeit ungeklart. Sasaki und Mitarbeiter konnten nachwei-
sen, dal3 NO selektiv die mitochondrialen K rp-Kandle an isolierten Myozyten 6ffnet
[28]. Es ist also vorstellbar, dal? es durch die gesteigerte NO-Freisetzung wahrend
der infarktinduzierenden Ischamie zu einer gesteigerten Offnung von Karp-Kanalen
kommt. In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einflufd von Karp-Kanden auf die
Myokardprotektion durch SWOP untersucht. Hierzu haben wir den selektiven Karp-
Kanalblocker 5-HD eingesetzt.
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Zusammenfasssend ist auf der folgenden Seite schematisch die wahrscheinliche Si-

gnaltransduktionskette des SWOP dargestellt [Abbildung: 2].

Folgende Abkirzungen werden in der Graphik verwendet:

Tag 1.
Tage 2-4:
NO:
L-NA:
[0’y
ONOO
"OH:
ROS:
MPG:
PMA:
PKCe:

p38-MAPK:

NF-7B:
DDTC:
HSP27:
AG:
SMT:
BHg:
NAS:

NOS:
5-HD:

SWOP induzierende Ischdmie

Myokardinfarkt induzierende Ischamie

Stickstoffmonoxyd

N-nitro-L-Arginin, NO-Synthase Inhibitor

Sauerstoffradikal

Peroxynitrit

Hydroxylradikal

reaktive Sauerstoffspezies

Mercaptopropionylglyzin (Inhibiert die Bildung von ONOO ~, "OH und ROS)
Phorbol-12-myristat-13-acetat, Direkte Aktivierung der PKC
Protein Kinase C Isoform e

38 kD grof3e mitogen- aktivierte Proteinkinase
Transkriptionsfaktor

Diethyldithiocarbamat, NF-?B Inhibitor

27 kD grof3es Hitzeschockprotein

Aminoguanidin, relativ selektiver INOS- Inhibitor
S-Methylisothioharnstoff; relativ selektiver INOS- Inhibitor
Tetrahydrobiopterin, Agens der NO- Biosynthese
N-acetylserotonin, Sepiaterinreduktase Inhibitor, Sepiaterinreduktase ist an der
Synthese von BH, beteiligt

NO-Synthase

5-Hydroxydecanoate, selektiver Blocker der Karp-Kande
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Abbildung 2. Signaltransduktionskette
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Die vorliegende Studie wurde nach Genehmigung durch den Regierungsprésidenten
Dusseldorf durchgefinrt.

M ethoden

Chirurgische Préaparation

Nach Lokalanésthesie mit einer Lidocain- und Prilocainhaltigen Salbe (EMLA”)
wurde bei 36 welil3en Neuseelanderkaninchen mit einem Gewicht von 2,7 - 3,4 kg
(Mittelwert 2,9 kg) Korpergewicht (KG) die laterale Ohrvene punktiert. Die Anas-
thesie wurde dann intravends (i.v.) mit Xylazin (STRESNIL?, 6 mg/ kg KG), Keta-
min (KETANEST?, 6 mg/ kg KG) und Propofol (DISOPRIVAN?, 10 mg/ kg KG)
eingeleitet. Die Trachea wurde intubiert ( Tubus 3,0 mm innerer Durchmesser) und
die Lungen mit einem Neugeborenenbeatmungsbeutel beatmet. Die linke Thorax-
wand wurde rasiert und die Haut mit einen Antiseptikum (BRAUNOL?) desinfiziert.
Die Tiere wurden dann in den Operationssaal gebracht und die Lungen maschinell
ventiliert (Sulla 808, Drager AG, Lubeck, Deutschland). Die Beatmungsfrequenz lag
zwischen 30 - 35/ min und das Tidalvolumen zwischen 15 und 20 ml. Die Beatmung
wurde so eingestellt, dal? der endexpiratorisch gemessene K ohlendioxydpartial druck
bei 35 mmHg ( Datex Capnomac Ultima, Division of Instrumentarium Corp., Hel-
sinki, Finnland) lag. Die Anésthesie wurde durch die Beimengung von 2 - 4 Vol%
Isofluran (ISOFLURAN?) zum Atemgasgemisch aufrechterhalten. Alle chirurgi-
schen Eingriffe an den Kaninchen wurden unter Einhaltung steriler Kautelen durch-
gefiihrt. Cephazolin (GRAMAXIN?, 35 mg / kg KG i.v.) wurde zur antibiotischen
Prophylaxe gegeben. Nach linksseitiger lateraler Thorakotomie im vierten Interco-
stalraum wurde das Perikard durch eine kleine Inzision eréffnet. Ein Hauptast der
linken Koronararterie wurde identifiziert und mit zwel 5-0 Prolenendhten mit einer
atraumatischen Nadel (Ethicon 5/0, 1-metrisch, TF) umstochen. Der Abstand der



Katpe-Kande und das Zweite Fenster der ischamischen Prakonditionierung Seite 13

beiden Néahte betrug maxima 1mm. Im Regelfall wurde der Hauptast der linken Ko-
ronararterie im ersten Viertel der Strecke von der Herzbasis zur Herzspitze umsto-
chen. Ein Spiratubus (2,5 mm innerer Durchmesser, Mallinckrodt Medical, Athlone,
Irland) wurde nach subkutanem Tunneln zwischen den beiden Schulterblattern aus-
geleitet und an der Haut fixiert. Das,,interne* Ende des Tubus wurde in der Néhe der
beiden Koronararterienumstechungen intrathorakal plaziert und mit dem Perikard
verndht und so fixiert. Die beiden Fadenpaare wurden durch den Tubus gezogen und
so nach auf3en geleitet. Dann wurde das Lumen des Tubus mit Vaseline gefillt, um
die Aushildung eines Pneumothoraxes zu verhindern. Nach Luftaspiration wurde der
Thorax schichtweise verschlossen und die Wunde mit einem sterilen Verband ver-
sorgt. Postoperativ erhielten die Tiere Piritramid (DIPIDOLOR?, 2 mg / kg KG) zur
Analgesie und Amoxicillin (DUPHAMOX?, 15 mg / kg KG) zur Infektionsprophy-
laxe. Die Wunde und der Tubus mit den ausgel eiteten F&den wurden mit einer Weste
(Kaninchen Weste, Grole M, Byron, Grand Island, NY, USA) geschiitzt.

SWOP-Protokoll

Innerhalb von 7 - 10 Tagen erholten sich die Kaninchen von dem operativen Eingriff.
Nach dieser Erholungsphase wurde unter elektrokardiographischer (EKG)-Kontrolle
(SC 9000, Siemens AG, Dusseldorf, Deutschland) ein Paar der Faden fur funf Mi-
nuten zugezogen. Dadurch kam es zu einer Okklusion der Koronararterie mit nach-
folgender Ischamie des abhangigen Versorgungsgebietes. Das Auftreten der Ischa
mie wurde anhand sofort auftretender ST-Strecken-Hebungen erkannt. Am Ende der
fUnfminttigen Koronararterienokklusion wurden die Faden entfernt, um eine sichere
Reperfusion sicherzustellen. Diese wurde durch die Rickbildung der EKG-

Veranderungen innerhalb von 5 Minuten bei jedem Tier erkannt (s. Abb. 3).
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Abbildung 3. EKG wahrend der Wachischamie (25mrn/s 0 25mV/cm)

\usgangsbedingungen

L Minute Okklusion

3 Minuten Okklusion

5> Minuten Okklusion

L Minute Reperfusion

3 Minuten Reperfusion 7
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Myokardinfarktprotokoll

Nach Anlage eines vendosen Zuganges (s. Chirurgische Préparation) wurde die
Anéasthesie bel den Kaninchen durch Propofol (10 mg/ kg KG) eingeleitet und durch
eine kontinuierliche Infusion von ?-Chloralose ( 40 mg/ kg KG min) aufrechterhal-
ten. Die Tiere wurden dann erneut endotracheal intubiert und maschinell beatmet (s.
oben). Blutgasanalysen sowie die Bestimmung der Hamoglobinkonzentration und
des Hamatokrits wurden in regelméfdigen Intervallen durchgefthrt (préoperativ, vor
und nach der Studie). Eine suffiziente Narkosetiefe wurde anhand des Fehlens von
Muskelbewegungen und des Ausbleibens von h@modynamischen Reaktionen auf
chirurgische Stimuli nachgewiesen.

Bei den Tieren wurde erneut ein Oberflachen-EKG abgeleitet. Zur Messung des
Aortendruckes wurde ein 20-Gauge Teflonkatheter Uber die linke Arteria carotis
communis in den Aortenbogen eingefuhrt, mit Flussigkeit (NaCl 0,9%) gefillt und
mit einem Drucktransducer (PD 23, Gould, Cleveland, Ohio, USA) verbunden. Nach
Kanllierung der rechten Vena jugularis communis mit einer Venenverweilkanile
(Venflon™, 1,2 mm, Becton Dickinson, Helsingborg, Schweden) erhielten die Tiere
eine kontinuierliche Infusion einer physiologischen NaCl-Ldsung (5 ml / kg KG h),
um intraoperative Flissigkeitsverluste zu ersetzen. Nach medianer Thorakotomie
und Eroffnung des Perikardes wurde ein Ultraschallflul3mef3kopf (4S, T208, Transo-
nic System Inc., Ithaca, NY, USA) um die Aorta ascendes angebracht. Damit wurde
das Herzzeitvolumen minus Koronardurchblutung (HZV) gemessen. Zur Messung
des linksventrikul&ren Druckes wurde ein Katheterspitzenmanometer (Sensodyn S
PO SF-1, Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) Uber den linken Vorhof in
den linken Ventrikel eingebracht. Das verbliebene zweite Paar F&den wurde durch
den Tubus wieder in den Thorax gezogen. Anschlief3end wurde Uber die Faden ein
Plastikrohrchen gezogen. Mit diesem Okkluder konnte die Koronararterie spéter fir
30 Minuten verschlossen werden. Die Temperatur wurde im Herzbeutel gemessen
(GTH 1160, Digital Thermometer, Geisinger Elektronik, Deutschland) und mittels
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einer Warmematte und einer Infrarotlampe zwischen 38, 3 °C und 38,7 °C konstant
gehalten. Am Ende der Praparation wurden die Kaninchen mit 500 i.E. Heparin
(LIQUEMIN?) heparinisiert. Nach einer 15 miniitigen Stabilisierungsphase wurden
die hamodynamischen Ausgangswerte registriert. Bis zum Ende des Versuches wur-
den die hdmodynamischen Parameter in regelméaigen Abstanden erneut gemessen.
Durch Verschlul? der Koronararterie wurde bei alen Tiere eine 30 minitige Koro-
narischamie ausgel0st. Die Ischdmie wurde anhand einer sofort auftretender epikar-
diden Zyanose im abhangigen Versorgungsgebiet, sowie durch ST-
Streckenhebungen im EKG verifiziert. Eventuell auftretendes Kammerflimmern
wurde durch sofortige interne elektrische Defibrillation (53, DCS 261 Defibrillator,
Piekser, Ratingen, Deutschland) therapiert. Am Ende der 30 minitigen Korona-
rokklusion wurde die erfolgreiche Reperfusion anhand des Sistierens der Zyanose

und des Auftretens einer reaktiven Hyperamie identifiziert.

Abbildung 4. Instrumentierung der Herzen

Aortendruck

Herzzeitvolumen

Linksventrikul &rer
Druck

Koronararterien-
Okkluder
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I nfarktgr63enbestimmung

Nach zwei Stunden Reperfusion wurde das Herz durch Injektion von 20 ml eiskalter
Kaliumchloridlésung (16 mmol/ I) in den linken Vorhof stillgestellt, schnell ent-
nommen und an eine modifizierte Langendorff-Apparatur Gberfihrt. An dieser wurde
das Herz fur finf Minuten mit physiologischer Kochsalzlsung mit einem Perfusi-
onsdruck von 40 cm Wassersdule perfundiert. Dadurch wurden Blutreste aus den Ko-
ronargefalen ausgewaschen. Dann wurde die Koronararterie mit dem verbliebenen
Okkluder erneut verschlossen und das Herz mit einer 0,2%igen Evans-Blau-Ldsung
far 10 min mit einem Perfusionsdruck von 40 cm Wassersaule perfundiert. Intravas-
culdre Evans-Blau-Ldsung wurde danach durch erneute Perfusion mit physiologi-
scher Kochsalzl 6sung ausgewaschen. Durch dieses Verfahren wurde das ischéamisch-
reperfundierte Gewebe (Risikogebiet) als ungefarbt identifiziert. Danach wurden die
Herzen durch transversale Schnitte in 2 mm dicke Scheiben geschnitten und fir 15
Minuten in einer gepufferten 0,75%igen Triphenyltetrazoliumchlorid-Lésung bel
38°C inkubiert. Durch diese Farbung erscheint vitales Gewebe rot wahrend nekroti-
sches Gewebe nicht angefarbt wird. Die Grof3e des linken Ventrikels, des Risikoge-
bietes und des Infarktes wurde mittels EDV-unterstitzer Planimetrie bestimmt. Nach
dem Trocknen (24 Stunden im Wéarmeschrank bel 45°C) wurden alle Scheiben ge-
wogen und so die Trockengewichte bestimmt. Die durch die Planimetrie bestimmten
Flachen wurden dann im entsprechenden Verhdtnis zum Trockengewicht der ent-

sprechenden Scheibe als Gewichte errechnet.
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Studienprotokoll

Abbildung 5. Studienprotokoll

Kontrolle 30 120
n=9
SWOP 5 24 Stunden 30 120
n=10
SWOP+5-HD 5 24 Stunden 30 120°
n=9
1]
5-HD
5-HD 30 120
n=8
5-HD
5 5 minutige prakonditionierende Myokardischamie
30 30 mintige regionale Myokardischémie
120 120 minutige Reperfusion
5-HD i.v. Bolusvon 5-HD (5 mg/ kg KG)

Die Tiere wurden vor dem ersten Eingriff randomisiert einer der vier Versuchsgrup-
pen zugeteilt. Alle Kaninchen wurden einer 30 minttigen Myokardischamie, gefolgt
von zwei Stunden Reperfusion unterzogen (s. Abb. 5). Die Tiere der Kontrollgruppe
(KON, n = 9) wurden nicht ischamisch prakonditioniert. Auch die Tiere der 5-HD-
Gruppe (5-HD, n = 8) wurden nicht prakonditioniert, erhielten aber 5 mg/ kg KG des

Kare-Kana Blockers 5-HD als Bolusinjektion 5 Minuten vor der 30 mindtigen
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Ischdmie intravents. In der SWOP-Gruppe (SWOP, n = 10) wurde SWOP durch ei-

ne 5 minitige Myokardischémie 24 Stunden vor der 30 minitigen Myokardischéamie

an wachen Tieren induziert.
Die Kaninchen der SWOP + 5-HD-Gruppe (n = 9) wurden wie die Tiere der SWOP-
Gruppe prakonditioniert, erhielten aber finf Minuten vor der 30 mindtigen Ischamie

5 mg/ kg KG 5-HD als Bolusinjektion intravends.
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Datenverarbeitung

Der Linksventrikuldre Druck, dessen erste Ableitung nach der Zeit (dP/ dt), der
Aortendruck (AoP) und das HZV wurden kontinuierlich auf einen Mehrkanaltinten-
schreiber (Recorder 2800, Gould Inc., Cleveland, Ohio, USA) registriert. Zu den
Mef3zeitpunkten wurden die Daten mittels eines Analog-Digital-Konverters (Data
Trandation, Marlboro, MA, USA) digitalisiert und an einem Personalcomputer wei-

terverarbeitet.

Hamodynamische Variablen

Der Linksventrikuldre Spitzendruck (LVSD) und die maximale Druckanstiegsge-
schwindigkeit (dP/ dt o) wurden als Mal3 fur die globale systolische Funktion ge-
messen. Das Minimum des dP/ dt (dt/ dt ;) definiert das Ende der Systole. Der Be-
ginn des steilen Anstiegs des dP/ dt .« markiert das Ende der Diastole. Der links-
ventrikulére enddiastolische Druck (LVEDD) und die Zeitkonstante der isovolume-
trischen Relaxation (?) wurden zur Beurteilung der linksventrikuléren diastolischen
Funktion herangezogen. Die Zeitkonstante der isovolumetrischen Relaxation berech-
net sich aus:

P(t) = P, ©exp (-t/t)

wobel P; der Druck zum Zeitpunkt t; Py der LVEDD und t die Zeitkonstante der iso-

volumetrischen Relaxation ist.

Das Produkt aus Herzfrequenz (HF) und LV SD (RPP) wurde als wesentliche Deter-
minante des myokardialen Sauerstoffverbrauches wahrend der Okklusionen berech-
net. Der systemische vaskuldre Widerstand (SVR) wurde aus dem mittleren AoP
(AOPmean) Und dem HZV berechnet, unter der Annahme, dal? bei gedffnetem Thorax
der zentralventse Druck O mmHg betrégt.
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Statistische Analysen

Vor Beginn der Studie fuhrten wir eine Power-Analyse zur Berechnung der notwen-
digen Gruppengrof3e durch (Instat V 2.04a; Graph Pad Software, San Diego, Kalifor-
nien, USA). Diese Berechnung ergab eine Gruppengrdfe von 10 Tieren pro Gruppe,
um einen Unterschied der Infarktgrof3e von 33% mit einer Power von 95% nachwei-
sen zu konnen.

Alle Daten sind als Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD) angegeben. Um
den Einfluld von Ktp auf SWOP zu untersuchen fihrten wir eine zwei-Wege Vari-
anzanalyse fur Zeit- und Behandlungs- (Gruppen-) Effekte durch. Wenn ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden wurde, fihrten wir zu jedem
Zeitpunkt eine Ein-Wege Varianzanalyse, gefolgt von Dunnets Post-Hoc-Test durch,
wobel die SWOP-Gruppe als Referenzgruppe diente. Zeiteffekte innerhalb der Grup-
pen wurden mit einer Ein-Wege Varianzanalyse gefolgt von Dunnets Post-Hoc-Test
mit den Ausgangswerten als Referenz untersucht. Unterschiede wurden ab einem P-
Wert kleiner 0,05 als signifikant erachtet.
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Ergebnisse

Ausschlufd

Insgesamt 40 Tiere wurden instrumentiert. 3 Tiere starben wahrend, oder unmittel bar
nach dem ersten operativen Eingriff (je 1 Tier SWOP+5HD, KON und 5-HD). Ein
Tier der 5-HD-Gruppe verstarb wahrend der langen Ischémie an therapierefraktarem
Kammerflimmern. Von den restlichen 36 Tieren wurden komplette Datensétze erho-

ben.

Hamodynamische Variablen

Die hdmodynamischen Daten sind in Tabelle 1 zusammengefaldt. Unter Ausgangsbe-
dingungen unterschieden sich die Gruppen hinsichtlich des LVSD, desHZV und der
Herzfrequenz (HF) nicht (s. Abb. 4). Die Bolusinjektion von 5 mg/ kg KG 5-HD
fUhrte zu einer Zunahme des AOPpeay VON 75 ? 18 mmHg auf 79 ? 15 mmHg und
des SVR von 420 ? 72 mmHg min L™ auf 450 ? 64 mmHg min L™, In alen Gruppen
fuhrte die Koronarokklusion zu einer dhnlichen Verminderung des LVSD um 15 ?
16%, des dP/dtyx um 22 ? 20% und des HZV um 17 ? 17% der Ausgangswerte.
Hinsichtlich des RPP gab es keine Unterschiede wahrend der 30 minttigen Korona-
rokklusion zwischen den Gruppen (alle Werte angegeben nach 25 min Koronar-
okklusion).

Nach zwei Stunden Reperfusion gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen
hinsichtlich der h&modynamischen Parameter, mit Ausnahme des LVSD und des
HZV in der 5-HD-Gruppe, welche statistisch signifikant niedriger waren im Ver-
gleich zur SWOP-Gruppe (LVSD: 61 ? 12 mmHg versus 75 ? 23 mmHg, HZV: 110
? 37 ml/ min versus 134 ? 25 ml/ min, jeweils 5-HD versus SWOP, P<0,05).
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Abbildung 6. Hamodynamische Variablen
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Tabelle 1. Hdmodynamische Variablen
V ersuchsbeginn Myokardischdmie Reperfusion
5 25 5 15 30 120°

LVEDD [mmHg]
Kontrolle 46 + 2,7 73 +39 84 + 47 11,0 + 6,5 81 + 4,8 6,4 + 4,6 59 + 35*
SWOP 71 + 36 9,8 + 32 14,7 + 55" 13,1 + 4,0" 13,1 + 4,6" 11,2 + 3,3 125 + 4,9
SWOP + 5-HD 91 +39 94 + 20 99 + 28 96 +23 9,8 + 26 94 + 34 99 + 36
5-HD 6,0 + 3,0 80 + 38 96 + 3,3 10,9 + 3,0' 95 + 2,6 88 + 1,7* 7.4 + 2.4*
dP/ dtmax [MMHg 7]
Kontrolle 5270 + 1828 4517 + 1894 4423 + 1770 3377 + 1732 3949 + 1497 4403 + 1158 3162 + 1021
SWOP 4416 + 1300 3750 + 1157 3151 + 896" 3144 + 687" 3561 + 597 3640 + 752 3152 + 641"
SWOP + 5-HD 4750 + 1615 3925 + 1274 3753 + 1012 3621 + 1204 3741 + 1052 3903 + 1116 3623 + 621
5-HD 4566 + 957 3338 + 698" 3450 + 780 2828 + 433" 2962 + 612" 3052 + 697" 2837 + 970"
SVR [mmHg min 7]
Kontrolle 423 + 127 495 + 170 480 + 111 462 + 133 486 + 112 497 + 88 458 + 129
SWOP 322 +81 385 + 66 383 + 54 369 + 63 392 + 41 392 + 46 424 + 86"
SWOP + 5-HD 441 + 72 454 + 98 383 + 73 385 + 85 393 + 86 403 + 77 401 + 102
5-HD 455 + 45+ 482 + 58 473 + 60 417 + 43 389 + 31 397 + 61 412 + 99
RPP [mmHg min'10%
Kontrolle 258 +7,1 245 + 6,2 231 + 7,7 20,0 + 7,7 21,9 + 6,3 23,8 + 5,3 17,9 + 6,8
SWOP 20,9 + 6,3 20,2 + 6,2 18,2 + 4,9 19,1 + 4,2 20,6 + 3,4 20,0 + 3,8 17,8 + 3,6
SWOP + 5-HD 250 + 3,1 20,8 + 43 18,4 + 54' 18,4 + 4,0 18,8 + 2,6 20,5 + 3,6 17,4 + 32"
5-HD 23,0 + 4,2 20,1 + 3,7 18,9 + 3,8 17,2 + 25" 17,1 + 3,2 16,8 + 3,7 135 + 4,7
t [ms]
Kontrolle 154 + 6,2 16,4 + 2,3 16,5 + 3,2 19,7 + 8,4 17,9 + 3,4 15,6 + 3,9 18,9 + 51
SWOP 17,6 + 4,1 19,8 + 4,1 21,7 + 5,0 19,2 + 4,3 18,8 + 3,7 18,3 + 3,9 21,8 + 4,8
SWOP + 5-HD 190 + 3,9 20,7 + 3,6 17,2 + 3,2 18,2 + 3,7 190 + 1,7 195 + 3,7 24,9 + 10,1
5-HD 17,1 + 33 20,0 + 1.4 19,8 + 2,0 19,1 + 0,7 19,1 + 1,9 20,3 + 2,9 25,6 + 62"

Daten s MW £ SD. LVEDD = linksventrikulérer enddiastolischer Druck; dP/ dtmax = maximale linksventrikuldre Druckanstiegs-geschwindigkeit;
SVR = Systemischer Widerstand; RPP = Herzfrequenz-Druck-Produkt; t = Zeitkonstante der isovolumetrischen links-ventrikul&ren Relaxation.
SWOP = spite Prakomditionierung; 5-HD = 5-Hydroxydecanoate. T P<0,05 versus Ausgangsbedingungen; * P<o,05 versus SWOP-Gruppe



Seite 25 Jan Fréldorf

Risikogebiet und Infarktgrofe

Das mittlere linksventrikul@re Trockengewicht betrug 0,82 ? 0,23 g und unter-
schied sich nicht innerhalb der vier Versuchsgruppen (Daten der einzelnen
Gruppen in Tabelle 2). Das mittlere Trockengewicht des Risikogebietes betrug
0,36 ? 0,17 g und somit 45 ? 18 % des linken Ventrikels. SWOP reduzierte die
Infarktgrofie von 57 ? 11 % des Risikogebietes in der Kontrollgruppe auf 31 ?
19 % in der SWOP-Gruppe (P = 0,004; siehe Abb. 7). Die Gabe von 5-HD hatte
in nicht prékonditionierten Tieren keinen Einfluld auf die Infarktgrofe (60 ? 12
%: P = 0,002 vs. SWOP) blockierte aber in prakonditionierten Tieren den kar-
dioprotektiven Effekt des SWOP (SWOP + 5-HD: 62 ? 18 %; P = 0,001 vs.
SWOP).

Tabelle 2: Infarktgewichte

Kontrolle SWOP SWOP + 5-HD 5-HD
K érpergewicht [g] 2833 + 188 | 2854 + 83 2943 + 75 2837 + 132
LV-Gewicht [g] 081 +0,11 0,89 = 0,36 0,89 + 0,19 0,66 = 0,10
Risikogebiet [g] 034 +013 | 036 +027 | 042 +013 | 032 +011
Risikogebiet/ LV [%] | 44,1 +190 | 404 +219 | 480 +148 | 498 + 178
InfarktgrofRe [g] 0,19 + 0,08 0,10 + 0,07 0,26 + 0,11* 0,20 = 0,09

Datensind MW = SD. LV = Linker Ventrikel; SWOP = Spéte Prakonditionie-
rung; 5-HD=5-Hydroxydecanoate. ’P?0.05 versus SWOP.
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Abbildung 7. Infarktgrof3e in % des Risikogebietes
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In Abbildung 8 ist das Infarktgewicht gegen das Gewicht des Risikogebietes
aufgetragen. Die Steigungen der Regressionsgeraden der SWOP+5-HD-; 5-HD-
und der Kontroll-Gruppe waren signifikant von null unterschiedlich (P = 0,0014
—0,0307), die der SWOP-Gruppe dahingegen nicht (P = 0,4453). Der Korrela-
tionskoeffizient betrug fur die Kontrollgruppe 0,89, fur die SWOP + 5-HD-
Gruppe 0,71, fur die 5-HD-Gruppe 0,90 und fir die SWOP-Gruppe 0,27.

Abbildung 8. Infarktgebiet gegen Risikogebiet
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Diskussion

Wesentliches Ergebnis dieser Studie ist, dal3 die Myokardprotektion durch spéte
ischamische Prakonditionierung durch die Offnung von Kare-Kandlen vermittelt

wird.

Als Endeffektor des pharmakologisch induziertem SWOP wurden, wie beim
klassischen PC die Kytp-Kandle identifiziert [9]. Da die Krp-Kandle durch ver-
schiedene Pharmaka blockiert (Gilbenclamid [29], razemisches Ketamin [30])
bzw. getffnet werden (Isofluran [29], Sevofluran [31]), eroffnet sich tber diesen
Mechanismus die Perspektive den stérksten bisher bekannten endogenen myo-
kardialen Protektionsmechanismus gezielt pharmakologisch auszulGsen. Wir
haben in der vorliegenden Arbeit die Hypothese Uberpriift, ob die Offnung von
Katp-Kandlen auch die Myokardprotektion des ischdmisch induzierten SWOP
vermittelt. Durch Behandlung von ischamisch prakonditionierten Kaninchen mit
dem Karp-Kanalblocker 5-HD 24 Stunden nach der prakonditionierenden
Ischdmie konnten wir die SWOP vermittelte Myokardprotektion unterdriicken.
5-HD hat bel nicht prakonditionierten Kaninchen keinen Einfluf3 auf die Infarkt-
grofe. Die Unterschiede in den Infarktgrof3en zwischen den Versuchsgruppen
waren nicht auf Unterschiede in der Hdmodynamik, der Temperatur oder der
GrolRe des Risikogebietes zurtickzufiihren. Die Myokardprotektion des ischéa
misch induzierten SWOP wird demnach, wie auch das pharmakologisch indu-

zierte SWOP, durch das Offnen von K ap-K anédlen vermittelt.

Die Bedeutung der K orp-Kanéle

Katp-Kandle kommen ubiqgitér im Korper vor und konnten bisher im Gehirn,
dem Pankreas, dem Herz, der Niere und der Skelettmuskulatur nachgewiesen

werden [32]. In den Zellen sind diese Rezeptoren sowohl in sarkolemmalen, als



Kate-Kanéle und das Zweite Fenster der ischamischen Prékonditionierung Seite 29

auch in mitochondrialen Membranen nachweisbar [32]. Der K tp-Kanal besteht
aus zwei Komponenten. Die eine Komponente ist eine einwartsgerichtete Kali-
umkanaleinheit (Kir). Vier dieser Einheiten bilden eine Kanalpore. Zur Zeit sind
zwel verschiedene Kir-Typen (Kir6.1 und Kir6.2) identifiziert worden, die an
Katp-Kanélen in verschiedenen Organen oder Zellelementen beteiligt sind [57].
Die zweite Komponente wird durch Sulfonylurearezeptoren (SUR) gebildet.
Auch von SUR sind bisher zwel Subtypen, die SUR1 und SUR2, identifiziert
worden. Die SUR sind als Regulatoren an der Karp-Kanal Offnung beteiligt und
verantwortlich fur die Sensitivitét der Kanédle fur Pharmaka. Diese Kombination
aus Kir und SUR scheint fur die Selektivitat einiger Kanal6ffner bzw. Kanal-
blocker flr Karp-Kandle sowohl in verschiedenen Organen (z.B. Pankreas,
Herz) as auch in verschiedenen Membranen (Sarkolemm versus Mitochondrien)
verantwortlich zu sein. Das Offnen von myokardialen sarkolemmalen Karp-
Kandlen verkirzt die Aktionspotentialdauer und vermindert den Kalziumein-
strom in die Myozyten. Dadurch kommt es zu einer Abnahme der Kontraktilitat
des Myokards [33]. Dieser Mechanismus wurde lange Zeit als Wirkmechanis-
mus der Myokardprotektion durch PC angesehen [34]. Yao und Gross konnten
zeigen, dal3 PC durch einen Karp-Kanal6ffner, Bimakalin, induziert werden
kann, ohne dal3 die Aktionspotentialdauer verkirzt ist [35]. Munch-Ellingsen
und Mitarbeiter und Grover und Mitarbeiter untersuchten die Bedeutung der
Aktionspotentialverkirzung fur die PC. Durch Gabe von Dofetilide, einem
Klasse |11 Antiarrhytmikum (Kaliumkanalblocker), wurde die Aktionspotential -
dauer wahrend der infarktinduzierenden Ischdmie verlangert. Trotzdem wurde
die Myokardprotektion des PC dadurch nicht unterdriickt [36, 37]. Mit dem Ka-
liumkanal 6ffner Diazoxide konnten Garlid und Mitarbeiter eine der PC dhnliche
Myokardprotektion induzieren [38]. Dabel zeigte sich, dal3 Diazoxide etwa 1000
mal sensitiver mitochondriale Krp-Kandle 6ffnet, als sarkolemmale [38]. Daher
scheint die Myokardprotektion der PC am ehesten durch die Offnung mitochon-

drialer Karp-Kande (mito Katp) vermittelt zu sein.



Seite 30 Jan FrélRdorf

Bernardo und Mitarbeiter konnten zeigen, dal3 5-HD die Verkirzung von Akti-
onspotentialen wahrend einer Koronarokklusion bel Kaninchen in vivo verhin-
dert [39]. Dies wirde darauf hinweisen, dal3 5-HD an sarkolemmalen Katp-
Kande wirkt. Demzufolge mufite die Blockade der sarkolemmalen Karp-Kanéle
durch 5-HD einen direkten proischamischen Effekt zeigen. Dies konnten wir in
unserer Arbeit nicht zeigen, da die Infarkte in der 5-HD-Gruppe genauso grof
waren, wie in unserer Kontrollgruppe. Dartiber hinaus konnten mehrere andere
Arbeitsgruppen zeigen, dal3 5-Hydroxydecanoate ein Karp-Kanalblocker ist, der
eine grofde Spezifitat fur mitoKarp zeigt [40, 38]. Daher bestdtigen unsere Er-
gebnisse nicht nur die These, dal3 die Myokardprotektion des SWOP durch das
Offnen von Katp vermittelt wird, sondern vermutlich auch das Offnen von mito-
chondrialen Karp-Kandle fur die Myokardprotektion des SWOP verantwortlich
ist.

Katp-Kanéle konnten auch an glatten Muskelzellen von Gefél3en nachgewiesen
werden [41]. Hier fihrt die Aktivierung dieser Kanédle zu einer Vasodilatation.
Die Blockade der Katp-Kande durch 5-HD sollte demzufolge zu einer Vaso-
konstriktion fihren. In unserer Studie fuhrte die Injektion von 5 mg/ kg Korper-
gewicht 5-HD zu einer tempordren Zunahme des AoP; e, UNd des systemischen
Gefawiderstandes. Diese temporare Zunahme kann durch die Wirkung von 5-
HD auf das Gefdlisystem erklart werden und spricht somit gegen eine aus-
schliefdliche Wirkung von 5-HD an myokardialen mitoK ytp-Kanal. Die Wirkung
war aber nur von kurzer Dauer, da dieser Effekt mit Beginn der 30 minttigen

| schamie nicht mehr nachweisbar war.

Mitochondriale K otp-Kanéle und mitochondriale Funktion

Unter physiologischen Bedingungen wird der elektrochemisch begiinstigte K-
Einstrom in die Mitochondrien durch den K*/ H*- Austauscher ausgeglichen und
so das Matrixvolumen reguliert [42]. Das Offnen von mitoK ap Wiirde zu einem

netto Kaliumionen Einstrom in die Mitochondrien und so zu einer Schwellung
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der Mitochondrien fulhren. Durch den K*/ H*- Austauscher konnte aber auch der
K*-Einstrom zu einem Zusammenbruch des Membranpotentials fiihren und so
den Elektronentransfer entkoppeln. Dies konnte wahrend einer Ischadmie fur die
Zellen von Vortell sein, dadies die ATP-Hydrolyse hemmt [38] und den elektri-
schen Gradienten reduziert, der den Kalziumioneneinstrom begunstigt [40]. Die
mitochondriale Kalziumuberladung ist eéin Pathomechanismus des ischamischen
Zellschadens [43]. Somit konnte der stabilisierende Einfluld der mitoK o1p auf die
Kaziumhomoostase der Mitochondrien wahrend Ischémie und Reperfusion die
Zellen schitzen.

Auf welchem Weg die Offnung mitochondrialer ATP-sensitiver Kaliumkanéle
die Myokardprotektion des SWOP letzendlich vermittelt, ist jedoch nach wie

vor ungeklart.



Seite 32 Jan FrélRdorf

Einfluld der Infarktgr6i3e auf die funktionelle Erholung der Herzen

Die Infarktgrofienreduktion durch SWOP war nicht mit einer besseren funktio-
nellen Erholung der Herzen verbunden. Dies steht im Gegensatz zu Ergebnissen
von Bolli und Mitarbeiter [44], die zeigen konnten, dal3 Kaninchenherzen nach
ischamischer SWOP Induktion eine verringerte kontraktile Dysfunktion (Stun-
ning) haben. Im Unterschied zu unserem Modell setzte Bolli die Herzen aber
keiner langeren infarktinduzierenden Ischémie aus. In dem von Bolli eingesetz-
ten Modell wurden die Kaninchen an drei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils
sechs Zyklen von vier Minuten Koronarokklusion gefolgt von vier Minuten Re-
perfusion ausgesetzt. Dies fuhrte zu keinem Infarkt aber an den Tagen zwel und
drei zu einer besseren funktionellen Erholung der kontraktilen Funktion. Als
Mal3 der kontraktilen Funktion wurde von Bolli und Mitarbeitern die Wandver-
dickungsfraktion mittels Ultraschalldopplerkristallen gemessen. Auch von Co-
hen und Mitarbeiter [45] wurde die regionale Wandfunktion nach ischamischer
Prékonditionierung als Mal3 der kontraktilen Myokardfunktion gemessen. Im
Gegensatz zu Bolli und Mitarbeiter untersuchte Cohen dies aber nach klassi-
scher friher Prékonditionierung. Cohen prakonditionierte die Tiere durch eine
finf mindtige Ischamie 10 Minuten vor einer 30 mindtigen Koronarischamie,
wodurch Infarkte nachweisbar waren. Die Tiere wurden dann noch drel Tage
lang nachbeobachtet und die funktionelle Erholung (bzw. Zunahme) der Wand-
verdickungsfraktion registriert. Cohen und Mitarbeiter stellten fest, dal3 eine
bessere funktionelle Erholung der Herzen nach ischamischer Prékonditionierung
und einer 30 minutigen regionalen Myokardischamie frihestens nach einem Tag
Reperfusion zu erwarten ist. Cohen erklérte dies damit, dal3 sich die Herzen nach
der Ischdmie im Stadium der reversiblen kontraktilen Dysfunktion (Stunning)
befinden und dieses erst nach etwa 24 Stunden soweit ricklaufig ist, dal’ es zu
Unterschieden hinsichtlich der Funktion kommt. Die verbesserte Funktion re-

sultiere dann aus dem kleineren Infarkt der Herzen, die ischdmisch prékonditio-
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niert wurden. Weder Bolli noch Cohen machen Angaben zu einer globalen
Herzfunktion wie Blutdruck oder Ventrikeldruck. In der hier vorliegenden Stu-
die konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich dieser Pa-
rameter beobachtet werden. Dies bedeutet, dal3 in dem von uns beobachteten
Zeitraum die Reduktion der Infarktgrofde durch ischdmische Prakonditionierung
nicht zu einer Verbesserung der globalen hdmodynamischen Funktion der Her-
zen fuhrt. Als mogliche Ursache kommt auch hier die reversible kontraktile
Dysfunktion (Stunning) in Frage, da laut Cohen flhestens 24 Stunden nach der
infarktinduzierenden Ischdmie eine verbesserte myokardiale Kontraktilitat bel
prakonditionierten Herzen zu erwarten ist. Zudem betrug der Infarktgréf3enun-
terschied zwischen der Kontroll- und der SWOP-Gruppe nur etwa 12% der ge-
samten Masse des linken Ventrikels. Moglicherwelse ist dieser Unterschied zu
klein, als dal} daraus eine verbesserte linksventrikulére Funktion resultieren

wurde.

Fehlende Korrelation der Grof3en des Risikogebietes und des Infarktes

Die Grole eines Myokardinfarktes wird unter anderem durch die Gréle des Ge-
bietes beeinfluf3t, dald der Ischamie ausgesetzt war [46]. FUr Kaninchen konnte
gezeigt werden, dal3 die Korrelation von Risikogebiet und Infarktgrof3e nicht fir
sehr kleine und sehr grof3e Risikogebiete gilt. So kann man bel sehr kleinen Ri-
sikogebieten keine Infarkte nachweisen, da diese auch wahrend einer Okklusion
der versorgenden Koronararterie durch Diffusion oder durch retrograden Flul3
Uber die Vv.thebesai mit Sauerstoff und Substraten versorgt werden [46]. Bei
sehr grof3en Risikogebieten 183 sich hingegen keine weitere Zunahme der In-
farktgrofde trotz steigender Grof3e des Risikogebietes nachweisen. Daher ist die
Beziehung von Risikogebiet und Infarktgréf3e beim Kaninchen nicht linear, son-
dern sigmoidal. Im mittleren Bereich verhaten sich sigmoidale Kurven ann&

hernd wie eine Gerade. Da die Risikogebiete in dieser Studie sich im mittleren
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Bereich der Kurve befanden, finden wir auch bei drei (KON, SWOP + 5-HD
und 5-HD) unserer vier Versuchsgruppen eine sehr gute Korrelation (r = 0,71-
0,9) von Infarktgrof3e und Grole des Risikogebietes. Die schlechte Korrelation
in der SWOP-Gruppe (r = 0,27) kann durch die Myokardprotektion nach isché-
mischer Prakonditionierung erklért werden: anscheinend wird durch die Prékon-
ditionierung der Zusammenhang von Grof3e des Risikogebietes und Infarktgrofie
aufgehoben, d.h. die zunehmende Groél3e des Risikogebietes fihrt nicht zu einer

linear zunehmenden Infarktgrofie.
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M ethodenkritik

Dauer der ischamischen Prakonditionierung

| schédmische Prakonditionierung kann nicht nur am Herzen beobachtet werden,
sondern auch an Nieren [47], Gehirnen [48] und Skelettmuskulatur [49]. Der
Stimulus, der benttigt wird, um diese Gewebe ischamisch zu prakonditionieren
ist unterschiedlich. Skelettmuskulatur mufd z.B. drei mal einer 10 mindtigen
Ischdmie gefolgt von 10 Minuten Reperfusion ausgesetzt werden um den pro-
tektiven Effekt der ischdmischen Préakonditionierung zu erzielen [49]. Um
SWOP be Kaninchen zu induzieren ist eine finf mindtige Ischdmie ausrei-
chend. Weitere prékonditionierende Ischamien haben keine weitere Protektion

des Myokardes zur Folge [50].

Vorteile einer Wachischamie

Bernardo und Mitarbeiter [39] konnten zeigen, dal’ die protektive Wirkung von
SWOP durch 5-HD und Gilbenclamid aufgehoben wird. Bernardo und Mitar-
beiter induzierten jedoch intraoperativ das ischamische SWOP bel mit Ketamin
und Xylazin anésthesierten und thorakotomierten Kaninchen. Dieses experi-
mentelle Vorgehen erschwert die Interpretation der Ergebnisse, da zum einen
Ketamin sowohl K tp-Kandle [51], al's auch ischamische PC [30] blockiert, zum
anderen durch das Operationstrauma die NOS stimuliert werden kann, und so
die Signaltransduktionskette gestort sein kdnnte. Diese StoreinfliifRe wurden in
unserem Versuchsprotokoll berticksichtigt, da die das SWOP induzierende
|schdmie an wachen Tieren durchgefihrt wurde, und wir mit ?- Chloralose ein
Anésthetikum gewdahlt haben, von dem keine stérenden EinflUsse auf die Si-
gnaltransduktionskette bekannt sind. Die Tiere wurden 14 Tage lang vor dem
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ersten operativen Eingriff an die Situation der Wachischamie gewdhnt. Dadurch
war es moglich, bei ruhigen wachen Tieren in einer Pyrobox die Wachischamie
durchzuftihren. Hierdurch wurden potentielle Beeinflussungen der Signatrans-
duktionskette durch ,, Stref3* vermindert.

I nfarktgr 6Renbestimmung und Dauer der Reperfusion

Die Bestimmung der InfarktgrofRe mittels der Triphenyltetrazoliumchlorid-
(TTC) Féarbung ist eine anerkannte und gebrauchliche Methode zur Anféarbung
von Myokardinfarkten [52, 53]. In vitalem Myokard wird TTC zu einem roten
Formazanfarbstoff reduziert. Hierbel reagiert TTC mit membranstandigen Di-
aphorasen, die NADH und NADPH als Ko-Faktoren bendtigen. Bei frischen
Infarkten wird durch das Fehlen der Ko- Faktoren die Reduzierung des TTC und
somit die Bildung des roten Farbkomplexes verhindert. Bei dteren Infarkten
spielt dartiber hinaus das Fehlen der Diaphorasen und auch der Dehydrogenasen
eine Rolle bel dieser Farbetechnik von Myokardinfarkten [54]. Mit Beginn der
Reperfusion werden die Ko- Faktoren aus nekrotischen Zellen ausgewaschen.
Dadurch werden nur vitale Zellen, also solche, die noch intakte Zellmembranen
haben, rot angefarbt. Wenn die Reperfusion zu kurz ist, werden nicht alle Ko-
Faktoren aus den nekrotischen Zellen ausgewaschen, so dal3 man falsch kleine

I nfarkte bestimmen wiirde.
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Ausplick

Myokardiale ischamische Prékonditionierung ist weiterhin ein experimentelles
Phanomen. An humanen Kardiomyozyten konnte die ischamische Prékonditio-
nierung in vitro nachgewiesen werden [5]. Es gibt starke klinische Hinweise,
dafd PC koronarkranke Patienten schiitzt. So haben zum Beispiel Patienten, die
vor einem Herzinfarkt Angina pectoris-Anfélle hatten ein besseres ,, Outcome®
[55] oder eine bessere Ischamietoleranz wahrend widerholter Ischdmien im

Rahmen einer perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie [56].

Durch die Ergebnisse unserer Studie wurden die K rp-Kandle as Mediator der
Protektion durch spéte ischamische Prékonditionierung identifiziert. Wie die
Myokardprotektion durch das Offnen der Kanadle vermittelt wird, ist allerdings
bisjetzt nicht bekannt.

Einige Medikamente interagieren mit ATP-sensitiven Kaliumkanédlen. Die Zu-
sammensetzung des K atp-Kanals aus verschiedenen Untereinheiten erdffnet fir
die selektive Pharmakotherapie von Ischamie- Reperfusionsschaden an ver-
schiedenen Organen, vor alem am Herzen, weitreichende M 6glichkeiten. Schon
heute ist bekannt, dal3 Antidiabetika der Gruppe der Sulfonylharnsoffe und das
Anésthetikum Ketamin die Myokardprotektion der ischamischen Prakonditio-
nierung unterdricken [39, 51]. Andere Medikamente, wie z.B. Diazoxide, Ni-
trate, Nicorandil und die volatilen Anasthetika Isofluran und Sevofluran 6ffnen
die Karp-Kande und 16sen so eine pharmakologisch induzierte Myokardprotek-
tion aus [29, 31]. Bel koronarkranken Patienten ist davon auszugehen, dal3 diese
aufgrund rezividierender Angina pectoris Anfalle ischamisch prékonditioniert
sind. Hier kann durch die Wahl eines pharmakologischen Therapeutikums der
natirliche Schutz der ischamischen Prékonditionierung unterstiitzt oder blok-
kiert werden. Vor geplanten Myokardischdmien in der Herzchirurgie kénnte

durch die Wahl eines geeigneten Anasthetikums eine Myokardprotektion indu-
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ziert werden, oder aber durch die Wahl eines ungeeigneten Medikamentes bl ok-
kiert werden.

Ziel weiterer Studien ist es, diese neuen Moglichkeiten der gezielten Organpro-
tektion zu Uberprifen. Ein weiterer Schwerpunkt der Forschung in diesem The-
menkreis liegt derzeit auf moglichen Interaktionen von friher ischdmischer Pr&
konditionierung und dem Zweiten Fenster der ischamischen Prakonditionierung.
Bisher nicht veroffentliche Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe belegen einen ad-

ditiven Effekt dieser beiden endogenen myokardialen Protektionsmechanismen.
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Zusammenfassung

Das zweite Fenster der Myokardprotektion der ischamischen Prakonditionierung wird
durch das Offnen von Adenosintriphosphat-sensitiven Kaliumkanalen ver mittelt

Fragestellung: Kurze Myokardischamien kénnen das Herz gegen die Folgen einer nachfol-
genden langeren Myokardischdmie schitzen (ischdmische Prakonditionierung, PC). Wéhrend
der initiale protektive Effekt nur 2-3 Stunden anhdt, kommt es 24 Stunden spéter zu einem
»2. Fenster* der Myokardprotektion (SWOP), das ca. 2 Tage anhélt. Patienten mit rezidivie-
renden Angina pectoris Anféllen werden durch diesen Protektionsmechanismus vor den Fol-
gen einer erneuten und langeren Myokardischdmie geschiitzt. Wahrend fir die erste Phase der
PC die Offnung ATP-sensitiver Kalium-(Katp) Kandle, auf die auch viele Anésthetika wir-
ken, als Endeffektormechanismus bekannt ist, ist der Mechanismus des SWOP bislang unge-
klart. L&t sich SWOP durch einen spezifischen Karp-Kanal-Blocker [5-Hydroxydecanoate
(5-HD)] aufheben?

Methodik: 36 Kaninchen wurden anasthesiert und mit einem Koronararterienokkluder in-
strumentiert. Nach 10 Tagen Erholungszeit wurde SWOP am wachen Tier durch 5 min Koro-
narokklusion in der Prékonditionierungs- (SWOP, n=10) und in der Behandlungsgruppe
(SWOP+5-HD, n=9), nicht jedoch in der Kontroll- (KON, n=9) und der 5-HD-Gruppe (5-HD,
n=8), die alein den Katp-Kanal-Blocker erhielt, induziert. 24 h spéter wurden die Tiere mit
?-Chloralose anasthesiert, thorakotomiert und einer 30 min Koronarokklusion und 120 min
Reperfusion unterzogen. SWOP+5-HD und 5-HD erhielten 5 mg/kg 5-HD i.v. 5 min vor der
30 min Koronarischamie. Linksventrikularer Druck (LVD, Katheterspitzenmanometer), Herz-
zeitvolumen (HZV, UltraschallfluBmef3kopf) und Infarktgrofde (Triphenyltetrazoliumfarbung)
wurden bestimmt. Statistik: Varianzanalyse, Dunnett's Test al's post-hoc Test mit SWOP als
Bezugsgruppe, Mittelwert + Standardabwei chung.

Ergebnisse: Die hamodynamischen Ausgangswerte waren in allen Gruppen gleich. Nach 2
Stunden Reperfusion viel die HF in alen Gruppen um 10?13% gegentiber Ausgangswerten.
SWOP senkte die InfarktgrofRe von 57% (KON) auf 31% (SWOP) des Risikogebietes. In
nicht prékonditionierten Herzen hatte 5-HD keinen Einfluf auf die Infarktgrofie (5-HD: 59%).
Die Gabe von 5-HD bei prékonditionierten Tieren blockierte den kardioprotektiven Effekt
von SWOP (SWOP+5-HD: 62%).

Interpretation: Die Ergebnisse zeigen, dal3 SWOP durch ischéamische Prakonditionierung
uber die Offnung von K atp-Kanéden vermittelt wird.

Gesehen und genehmigt

Priv.Doz. Dr. med. W. Schlack









