Aus der
Klinik fir Anasthesiologie
der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. J. Tarnow, FRCA

Wirkung von razemischem Ketamin und
S(+)-Ketamin auf die frihe ischamische
Prakonditionierung -

Untersuchung an narkotisierten Kaninchen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der
Medizin

Der Medizinischen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Thomas Wietschorke

2003




Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
gez.: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Wolfgang H.-M. Raab, Dekan

Referent: Priv.-Doz. Dr. Schlack
Korreferent: Univ.-Prof. Dr. Thamer




Inhaltsverzeichnis

Tabellen- und AbbildungsverzeiChnis................ e, 4
1. BINFUNIUNG e e 5
2. MEINOAEBN ... e e 10
2. L CHIRURGISCHE PR AP ARATION ...ttt ettt ettt ettt et et e et e et et e e e e e e e eneens 10
2. 2MYOKARDINFARKTPROTOKOLL +utttentsetaee e ee s eeeeeee et et e ae s e e e e e en s e anse e reaneeaenreenreneneens 13
2. 3INFARKTGRORBENBESTIMMUNG. .. e utuentnteten e eeeseneeeeaeeeeea s e e eeaaee e s e eneeense e eeaanreeneeneneen 14
2.8 STUDIENPROTOKOLL 1t ttttte ettt e e e e et e e e et e e e e ee e e et e e a e e ea e e en e e ea e e e eeen s e e reaneeenseenen 15
2 S D ATENVERARBEITUNG ...ttt ettt ettt ee et e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e a e e e e e e et e en e e e eeaneeeneenanen 16
2.6 HAMODYNAMISCHE VARIABLEN ..cuenieeen et e e ettt e e e et e e e e aa e e et e e e e ea e e e eeaneeaneenenen 16
2. ST ATISTISCHEANALYSEN . .tenieteee et e e e e et e et e et et et e e e et e e e e e e e e ee e e e ren e e e eneenenaens 17
3. ErQEDNISSE ..o 18
B L AU S S CHLUSS . ettt teee et e ettt et e e et e e e e et et e e et e et e et 18
3.2HAMODYNAMISCHE VARIABLEN . .eueuteieen ettt e e et e e e ee e e e e e ea e e e e e en e e en e e e e e an e e eenenen 18
3.3 RISIKOGEBIET UND INFARKTGROBE. ... et teueeteteeeee et a e e e e e e e e e ee st e eeaeseen e enseeneeaanrens 22
A, DISKUSSION ..t e e et et 24
A LIV ETHODENKRITIK ¢ ettt ttte st e st e et ee e et e e et e e et e et e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e s e e n s e aneeeneeaneeenaenenenns 24
4.1.1 Infarktgréf3enbestimmung und Dauer der Reperfusion........ccccoceevveceeseenee. 26
4.1.2 Einfluss der Infarktgréf3e auf die funktionelle Erholung der Herzen........... 27
4 2INTERPRETATION DERERGEBNISSE. .. euttueeeteee e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e eeaans 28
4.2.1 Hamodynamische WIrKUNGEN.........cccoiiieriinienieeie e 31
4.2.2 Beeinflussung des Reperfusionsschadens ..........ccccoeveieevivcceveesesceeceenn, 32
4.2.3 Ketamin als Bestandteil der NarkOSE ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 33
D AUSDIICK oo e e 35
6. LIteraturVerZeIiCNNIS ... e 37
D= T a1 ST=To [ U] Lo PP 42
LEDENSIAUT ... .ceeeee s e 43
ZUSAMMENTASSUNG ..uuiiiiiiee et ee cetreeeet e e e et e e e et eeean e eeees 44




Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Tabellen

TABELLE 1: HAMODYNAMISCHE VARIABLEN ... tututtit sttt ettt e eaeaeetet e et enensaeasase e e enenenenenraen 20
TABELLE 2: GEWICHTE UND RISIKOGEBIET . e uttttuitttttetnseenteenssensssenesssssenssseassrensssnsrenssrenens 22
Abbildungen

ABBILDUNG 1: SIGNALTRANSDUKTIONSKETTE .. tutteuteenesteeeseeeeeeneeaneeansea e sesnseaenreaenreaenseaenees 7
ABBILDUNG 2: INSTRUMENTIERUNG DERKANINCHENHERZEN ... .vuitienitieetiesensenensesensenenserenesnens 11
ABBILDUNG 3. VERSUCHSPROTOKOLL: st teutttentaeeeneeeee et ee e e eenae s e e s e aeseeaseenseeaseaeneenenseneneens 15
ABBILDUNG 4 HAMODYNAMIK tttuttittttentnsesssetssesssees e sasees s sasees e ts s eare et rerenesrerrerenees 21
ABBILDUNG 5. INFARKTGROBEN. ...ttt ittt tetttaeaeaaatetase e et e eaeatase s e e e e eaeasatasan e e et enenenrererenenen 23




1. EINFUHRUNG

Eine Myokardischamie, d.h. die Verminderung oder Unterbrechung der
Durchblutung am Herzen, kann zu Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz und/oder
Herzrhythmusstorungen fiihren. Entsprechende myokardiale Ischamie-Reperfusions-
situationen kénnen im Rahmen unterschiedlicher Erkrankungen und therapeutischer
Maflinahmen auftreten.

Bei dem Verschluss einer Koronararterie kommt es aufgrund des
Sauerstoffmangels bereits nach einer 20-minitigen Ischamie zu Zellnekrosen, die
nur durch eine mdoglichst frihzeitige Wiederherstellung der Koronardurchblutung
verhindert werden kénnen.*

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass kurze vorangehende Ischamieperioden,
die selbst zu kurz sind, um eine Nekrose zu verursachen, eine drastische
Verzogerung des ischamischen Zellunterganges wahrend einer nachfolgenden
langeren Ischamie bewirken.

Dieser endogene Protektionsmechanismus wurde 1986 erstmalig von Murry et al.?
beschrieben und ist seitdem als ischamische Prakonditionierung bekannt. Murry und
Mitarbeiter konnten an anasthesierten Hunden zeigen, dass vier funfminitige
regionale Ischamieperioden mit jeweils nachfolgender funfminatiger Reperfusion vor
einer  40-mindtigen  infarktauslosenden  IschAmie zu einer  deutlichen
Infarktreduzierung fuhrt. Die erwartete Infarktgré3e von 30% des Risikogebietes

wurde dabei auf 7% reduziert.

Myokardprotektion durch ischamische Prakonditionierung konnte bisher an allen
untersuchten Saugetierspezies nachgewiesen werden.**> Dabei konnten zwei
Phasen der Protektion ermittelt werden.

Der initiale protektive Effekt der ischamischen Préakonditionierung tritt unmittelbar
nach dem ischdmischen Stimulus auf und schitzt das Myokard fur ungeféahr 2 bis 3
Stunden. Diese Phase der , klassischen Prakonditionierung® wird als frihe
Prékonditionierung bezeichnet. Weiterfihrende Studien haben gezeigt, dass die
Myokardprotektion der ischdmischen Prakonditionierung ca. 24 Stunden nach der
initialen prakonditionierenden Ischamie erneut einsetzt und das Myokard fir bis zu
72 Stunden vor den Folgen einer Ischamie-Reperfusionssituation schiitzt.® Dieses
.Zweite Fenster der Protektion“ wird als spate Prakonditionierung bezeichnet.




Sowohl frihe als auch spéate Prakonditionierung kénnen durch eine Vielzahl von
Stimuli ausgelést werden: endogen durch kurze Ischamien’, aber auch pharma-
kologisch durch Aktivierung von Adenosin-®, a-adrenergen-°, muskarinischen-*°,
Opiod-'**2 oder Bradykininrezeptoren.™

Eine Reihe von Untersuchungen legen nahe, dass auch menschliches Myokard
durch Préakonditionierung geschitzt werden kann. Arstall et al. zeigten an isolierten
Herzmuskelzellen des Menschen protektive Effekte sowohl durch frihe als auch
durch spate Prakonditionierung in vitro.'* Kloner et al. untersuchten in einer
retrospektiven Datenauswertung Patienten mit akutem Herzinfarkt. Dabei hatten
diejenigen Patienten, die vor ihrem Infarktereignis eine Angina-Pectoris-Symptomatik
(Prainfarktangina) aufwiesen, ein signifikant kleineres Infarktareal als die Patienten

k.15 Dies ist ein

der Vergleichsgruppe ohne vorausgegangene Symptomati
deutlicher Hinweis daflir, dass auch spéate ischamische Prékonditionierung das
menschliche Myokard schtzt.

Dartber hinaus gibt es weitere klinische Beobachtungen die daflir sprechen, dass
beim koronarkranken Patienten auch die friihe ischamische Prakonditionierung einen
bedeutenden Protektionsmechanismus darstellt. Hierzu z&hlt unter anderem das
,warm-up“-Phanomen.*’ Es beschreibt die klinische Beobachtung, dass es einem
Patienten mdglich ist, eine initial wegen Angina pectoris abgebrochene Belastung
nach einem belastungsfreien Intervall ohne Beschwerden erneut durchzufthren.
AulRRerdem wurde beobachtet, dass bei mehrfacher Ballondilatation im Rahmen einer
perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA)?® das AusmaR der
pektangindsen Beschwerdesymptomatik  und der  elektrokardiographisch
nachweisbaren Ischamiezeichen wahrend der zweiten und dritten Ballonangioplastie
im Vergleich zur ersten signifikant vermindert ist. Diese Erkenntnis und auch das
-warm-up“-Phanomen lassen sich mit Hilfe des Konzepts der friihen ischamischen

Préakonditionierung erklaren.

Die Aufklarung der Pathomechanismen von friher und spéter Prakonditionierung
hatte fur den klinischen Alltag einen hohen Nutzen. Zum einen kénnte man in
Situationen, in denen es geplant zu einer Ischamie und Reperfusion des Herzens
kommt, den Einsatz von Substanzen vermeiden, welche den protektiven Effekt
ischamischer Prakonditionierung blockieren, zum anderen kénnte man durch gezielte

Medikamentengabe eine Myokardprotektion erreichen. Dartber hinaus liel3e sich




moglicherweise bei Patienten mit koronarer Erkrankung eine dauerhafte
medikamentose Myokardprotektion durch pharmakologisch induzierte

Prakonditionierung erzielen.

Obwohl beide Phasen der Prakonditionierung Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen der vergangenen 15 Jahre waren, sind die zugrunde liegenden
genauen Mechanismen auf zellularer Ebene noch nicht vollstandig aufgeklart.
Abbildung 1 zeigt den bislang postulierten Signaltransduktionsweg der frihen und

spaten Prakonditionierung.
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inhibitorische G-Proteine, MAP-Kinasen = Mitogen-aktivierte Kinasen

Abbildung 1: Signaltransduktionskette

Es ist bekannt, dass fir die Myokardprotektion durch frihe Prakonditionierung
eine Offnung der mitochondrialen ATP-abh&ngigen Kaliumkanale (Karp-Kanile)
wesentlich ist. Uber die Freisetzung von Sauerstoffradikalen'®® kommt es zur

Aktivierung der Proteinkinase C?*?2, Dies filhrt zu einer Aktivierung von Tyrosin-224




und Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen®), die als Trigger und/oder
Mediatoren der Protektion wesentlich sind.?®?7°

Bekannt ist, dass der ATP-abhangige Kaliumkanal auch durch verschiedene
Andasthetika beeinflusst werden kann. Deshalb ware es bei Operationen, bei denen
es geplant zu einer Myokardischamie kommt (z.B. aortokoronare Bypassoperation)
wichtig zu wissen, welchen Effekt entsprechende Andasthetika auf myokardiale
Préakonditionierung haben.

Die kurzzeitige Gabe aller bisher untersuchten volatilen Anasthetika (Halothan®,

3132 und Desfluran®®) konnte den Protektionseffekt

Enfluran®®, Isofluran®, Sevofluran
einer préakonditionierenden Ischamie in verschiedenen tierexperimentellen in vitro-
und in vivo-Untersuchungen imitieren und damit das Myokard pharmakologisch
prakonditionieren. Aul3erdem zeigt eine klinische Untersuchung von Belhomme und
Mitarbeitern, dass frihe pharmakologische Prakonditionierung durch volatile
Anasthetika auch flur Patienten bedeutsam ist, weil hierdurch eine Verminderung des
Myokardschadens [Reduktion der postoperativen Troponin |- und Creatinkinase
(CK)-MB-Freisetzung] erzielt werden kann.**

Die Mechanismen, die der friihen pharmakologischen Préakonditionierung durch
volatile Anasthetika zugrunde liegen, sind bisher nur unzureichend geklart. Die
Aktivierung von Adenosinrezeptoren®, von inhibitorischen G-Proteinen®, der
Proteinkinase C*" und die Offnung von Kare-Kandlen®® sind jedoch ebenso
wesentlich wie bei der frihen ischamischen (endogenen) Prakonditionierung.

Fur Opioide konnte nicht nur im Tierversuch sondern auch an humanem Myokard
gezeigt werden, dass sie in vitro®® und in vivo*® ber eine Aktivierung von &1-
Rezeptoren, der Proteinkinase C und von Karp-Kandlen frihe pharmakologische
Préakonditionierung auslésen.

Neben einer Kardioprotektion durch Anasthetika ist aber umgekehrt auch eine
Blockade der Prékonditionierung durch Andasthetika denkbar. So konnte gezeigt

I41;42

werden, dass nicht nur Thiopenta , sondern auch Ketamin®®* Karp-Kandle an

isolierten Herzmuskelzellen blockieren kann.

Ketamin ist ein Phenzyklidinderivat, das chemisch den Halluzinogenen nahe steht.
Ketamin enthalt als razemisches Gemisch die beiden Enantiomere S(+)-Ketamin und

R(-)-Ketamin. Die Stereoisomere weisen unterschiedliche Eigenschaften aber eine




ahnliche Kinetik auf. Das optische Isomer S(+)-Ketamin wirkt ungefahr 3mal starker
analgetisch und anasthetisch im Vergleich zum R(-)-Ketamin. Die halluzinogenen
Eigenschaften sind auf das R(-)-Enantiomer zurlckzufiihren. Ketamin entfaltet seine
Wirkung Uber die Interaktion mit zentralen und peripheren Rezeptoren des
Nervensystems, wobei die Substanz keine absolute Selektivitat flr einen bestimmten
Rezeptortyp aufweist.

In der Klinik findet Ketamin als intravendses Anasthetikum Anwendung, kann aber
auch i.m. appliziert werden. Ketamin ruft eine dissoziative Anasthesie hervor, d.h.,
dass unter Ketamin sensorische Signale zwar die primaren kortikalen Brodmann-
Felder erreichen, nicht aber die assoziativen Felder. Der Patient scheint von seiner
Umgebung abgekoppelt zu sein, ohne dass ein normaler Schlafzustand eintritt.

Dabei kommt es zu einer ausgepragten Analgesie und Amnesie.

Ziel der hier vorliegenden Studie ist es, den Effekt von razemischem Ketamin und
S(+)-Ketamin auf die frihe ischdmische (endogene) Prakonditionierung am

Kaninchenherzen in vivo zu untersuchen.




2. METHODEN

Die vorliegende Studie erfolgte in Ubereinstimmung mit dem deutschen
Tierschutzgesetz und den ortlichen Bestimmungen. Fir die Untersuchung lag die

Genehmigung des Regierungsprasidenten Disseldorf vor.

Die Studie wurde prospektiv randomisiert durchgefihrt.

2.1 Chirurgische Praparation

Bei 48 Kaninchen (New Zealand White Rabbit) mé&nnlichen Geschlechts mit einem
Gewicht zwischen 2,6 bis 3,6 kg (Mittelwert: 3,0 kg Korpergewicht (KG)) wurde nach
Lokalanasthesie mit einer lidocain- und prolacainhaltigen Salbe (Emla®) ein
Seitenast einer Ohrvene punktiert. Die Tiere erhielten Propofol (Disoprivan® 10
mg/kg-KG) zur Einleitung der Narkose. Zur Aufrechterhaltung der Anasthesie und
Analgesie wurde kontinuierlich a-Chloralose (40 mg/kg-KG-h) infundiert. Die Trachea
wurde mit einem Woodbridge Tubus intubiert (3,0 mm Innendurchmesser) und die
Lunge mit einem Neugeborenenbeatmungsbeutel beatmet. Dann wurden die
Kaninchen an der linken Thoraxwand rasiert und in den Operationssaal gebracht.
Dort wurden sie mit Hilfe einer Starling-Pumpe (Typ 874/052, Braun Melsungen,
Deutschland) maschinell mit einer Frequenz von 30-35 Atemzigen pro Minute bei
einem Atemzugvolumen von 15-20 ml beatmet. Der endexpiratorische Kohlendioxyd
(CO,) Partialdruck wurde mit Hilfe eines Atemgasanalysegeréates (Datex Capnomac
Ultima, Division of Instrumentarium Corp., Helsinki, Finnland) bestimmt und auf einen
Wert von ungefahr 35 mmHg eingestellt. Blutgasanalysen sowie die Bestimmung des
Hamoglobingehalts und des Hamatokrit wurden in regelm&Rigen Intervallen
durchgefthrt (préoperativ, vor und nach der Studie). Ein
Oberflachenelektrokardiogramm (EKG, Siemens-Elema AB, Medicins and Technik,
Selna, Schweden) wurde zu allen Aufnahmezeitpunkten angefertigt. Die
ausreichende Tiefe der Narkose wurde durch Fehlen der Muskelreflexe und das
Ausbleiben hamodynamischer Verdnderungen wahrend der chirurgischen
Praparation sichergestellt. Bei Bedarf wurde wahrend der Praparation zuséatzlich a-

Chloralose im Bolus gegeben. Zur Messung des Aortendrucks wurde ein 20 Gauge
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Teflonkatheter Uber die linke Arteria carotis communis in den Aortenbogen
vorgeschoben, mit NaCl 0,9% geflllt und mit einem Statham-Drucktransducer (PD
23, Gould, Cleveland, OH, USA) verbunden. Uber die mit einer Venenverweilkaniile
(Venflon™, 1,2 mm, Becton Dickinson, Helsingborg, Schweden) punktierte rechte
Vena jugularis erhielten die Tiere eine kontinuierliche Infusion von 0,9 % NaCl-
Losung mit einer Geschwindigkeit von 15 ml/kg-KG-h, um Flussigkeitsverluste zu
ersetzen. Vor der Thorakotomie wurden die Kaninchen durch eine einmalige Gabe
von 0,1 mg/kg Pancuronium relaxiert.

Nach medianer Sternotomie und Pericardiotomie wurde eine Ultraschallflusssonde
(4S ultrasonic flow probe, T 208, Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA) um die
Aorta ascendens gelegt, um das linksventrikulare Schlagvolumen abziglich des
Koronarflusses zu messen. Der linksventrikulare Druck wurde mit Hilfe eines
Tipkatheters (Micro-Tip Pressure Transducer, Sensodyn S PO SF-1, Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) aufgezeichnet, der nach Punktion des
linken Herzohres in den linken Ventrikel vorgeschoben wurde. Zum Zwecke der
spateren Okklusion wurde eine Koronararterie mit einem Prolenefaden (5,0)
umstochen und die Fadenenden durch ein kurzes Plastikrohrchen geftihrt, so dass
sie eine Schlinge (Koronararterienokkluder) bildeten. Abbildung 2 zeigt die

Instrumentierung der Kaninchenherzen.

Aortendruck

Herzzeitvolumen

Pulmonalarterie
Rechter/linker Vorhof

Tipmanomometer im linken Ventrikel

Koronararterienokkluder

Abbildung 2: Instrumentierung der Kaninchenherzen
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Nach Beendigung der Pr&paration wurde der nunmehr offene Thorax des
Kaninchens mit einer Kunststofffolie abgedeckt, um Verdunstungs- und
Strahlungswarmeverluste zu minimieren. Abschliel3end wurde ein Digitalthermometer
(GTH 1160, Digital Thermometer, Geisinger Electronic, Deutschland) in der
Perikardhohle platziert, um die Temperatur zu messen und mit Hilfe einer Heizdecke
und einer Infrarotlampe stabil zwischen 38,3° und 38,7 T zu halten. Am Ende der

Praparation wurden die Kaninchen mit 500 i.E. Heparin (Liqguemin®) vollheparinisiert.
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2.2 Myokardinfarktprotokoll

Nach einer 15-minitigen Stabilisierungsphase wurden die hamodynamischen
Ausgangswerte registriert und bis zum Ende des Versuches in regelmafigen
Abstanden erneut gemessen.

Frihe ischamische Prékonditionierung wurde durch 5-minutigen Verschluss der
vorbereiteten Koronararterie (Koronararterienumstechung) induziert.

Das Vorliegen einer regionalen Myokardischamie wurde anhand einer sofort
auftretenden epikardialen Zyanose im abhangigen Versorgungsgebiet sowie durch
ST-Streckenhebungen im EKG verifiziert. AnschlieBend wurde die Koronarokklusion
aufgehoben und das Myokard fur 10 Minuten reperfundiert.

Die Kaninchen aller Gruppen wurden dann durch erneuten Verschluss der
Koronararterie einer 30-mindtigen Ischamie, gefolgt von einer 2-stindigen
Reperfusion, unterzogen. Das Verschwinden der Zyanose und der ST-
Streckenhebung zeigten die erfolgreiche Reperfusion an.

Wahrend des Versuches auftretendes Kammerflimmern wurde durch sofortige
interne elektrische Defibrillation (5J, DCS 261 Defibrillator, Piekser, Ratingen,
Deutschland) therapiert.

Um die Wirkung von razemischem Ketamin bzw. S(+)-Ketamin auf die durch die
ischamische Prékonditionierung hervorgerufene Kardioprotektion zu untersuchen,
wurden die zu untersuchenden Medikamente (10 mg/kg) 5 Minuten vor der
Prakonditionierung intravends als Bolus gegeben.

Tieren einer weiteren Versuchsgruppe wurde zum entsprechenden Zeitpunkt nur
razemisches Ketamin verabreicht, ohne dass sie prakonditioniert wurden. Hierdurch
sollte ein eventueller Effekt des razemischen Ketamins auf den durch die Ischamie-
Reperfusion induzierten Myokardschaden untersucht werden.

13



2.3 Infarktgré3enbestimmung

Nach zweistindiger Reperfusion wurde das Herz durch Injektion von 20 ml
eiskalter Kaliumchloridlésung (16 mmol/l) in den linken Vorhof stillgestellt, schnell
entnommen und an eine modifizierte Langendorff-Apparatur angeschlossen. Diese
bestand aus einer Knopfkanile und einem Dreiwegehahn, Uber den die
Perfusionslésungen luftfrei retrograd tber die Aortenwurzel in die Koronararterien
perfundiert werden konnten. An dieser Apparatur wurde das Herz funf Minuten lang
mit eiskalter physiologischer Kochsalzlosung mit einem Perfusionsdruck von 40 cm
Wassersaule perfundiert. Hierdurch wurden die Blutreste in den Koronargefal3en
ausgewaschen. Danach wurde die Koronararterie mit dem verbliebenen Okkluder
erneut verschlossen und das Herz mit einer 0,2%igen Evans-Blau-Losung fur 10
Minuten (mit einem Perfusionsdruck von 40 cm Wassersaule) perfundiert. Die
intravaskulare Evans-Blau-Lésung wurde danach durch erneute Perfusion mit
physiologischer Kochsalzlésung ausgewaschen. Durch dieses Verfahren wurde das
ischamisch-reperfundierte Gewebe (Risikogebiet) als ungefarbt identifiziert.
Anschlieend wurden die Herzen durch transversale Schnitte in 2 mm dicke
Scheiben geschnitten und fur 15 Minuten in einer gepufferten 0,75%igen
Triphenyltetrazoliumchlorid-Lésung bei 38 <T inkubiert. Durch diese Farbung
erschien vitales Gewebe rot, nekrotisches Gewebe hingegen wurde nicht angefarbt.
Die Grol3e des linken Ventrikels, des Risikogebietes und des Infarktes wurde mittels
EDV-unterstitzer Planimetrie bestimmt. Nach dem Trocknen (24 Stunden im
Warmeschrank bei 45 C) wurden alle Scheiben gewogen, um die Trockengewichte
zu bestimmen.

Bei Risikogebieten mit einem geringeren Trockengewicht als 0,05g entsteht bei
Kaninchenherzen kein Myokardinfarkt. Deshalb wéaren Versuche mit einem solchen

Risikogebiet aus der Versuchsreihe ausgeschlossen worden.
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2.4 Studienprotokoll

Die Tiere wurden vor der Instrumentierung randomisiert einer der flnf
Versuchsgruppen zugeteilt. Alle Kaninchen wurden einer 30-minttigen regionalen
Myokardischamie gefolgt von zwei Stunden Reperfusion unterzogen. Abbildung 3

zeigt die Versuchsprotokolle der einzelnen Versuchsgruppen.

Kontrolle (n=10) R 120 |

IPC (n=10) 120 |
Bzc

Ketamin+IPC (n=9) 120 |
Ket

S(+)-Ketamin+IPC (n=8) 120 |

S(+)-Ket

Ketamin (n=9) - 120 |

Ket
. = Myokardischamie

IPC = ischamische Prakonditionierungs-Gruppe; Ket = razemisches Ketamin; S(+)-
Ket = S(+)-Ketamin; Bzc = Benzethoniumchlorid (Konservierungsstoff)

Abbildung 3: Versuchsprotokoll

Die Tiere der Kontrollgruppe (Kontrolle, n=10) wurden keiner weiteren Behandlung
vor der 30-minitigen Myokardischamie unterzogen.

Die Kaninchen der ischamischen Prakonditionierungsgruppe (IPC, n=10) wurden
durch eine 5-minutige Koronarokklusion zehn Minuten vor der 30-mindtigen Ischamie
prakonditioniert.

Die Tiere der Ketamin-Préakonditionierungsgruppe (Ketamin+IPC, n= 9) erhielten
10 mg/kg-KG razemisches Ketamin 5 Minuten vor der prékonditionierenden
Koronarokklusion als intravendsen Bolus.

Die Tiere der S(+)-Ketamin-Prakonditionierungsgruppe (S(+)-Ketamin+IPC, n= 8)
wurden mit 10 mg/kg-KG S(+)-Ketamin (i.v. Bolus) 5 Minuten vor der
Préakonditionierung behandelt.

Die Kaninchen der Ketamin-Gruppe (Ketamin, n=9) erhielten 10 mg/kg-KG
razemisches Ketamin ohne nachfolgende Prakonditionierung.
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Den Tieren der Prakonditionierungsgruppe wurden 0,1 mg/kg-KG
Benzethoniumchlorid (Bzc), welches als Konservierungsmittel in der Injektionslésung
von Ketamin enthalten ist, anstelle von Ketamin zum entsprechenden Zeitpunkt

appliziert.

2.5 Datenverarbeitung

Der linksventrikulare Druck, dessen erste Ableitung nach der Zeit (dP/dt), der
Aortendruck (AOP) und das Herzzeitvolumen (HZV) wurden kontinuierlich auf einem
Mehrkanaltintenschreiber (Recorder 2800, Gould Inc., Cleveland, Ohio, USA)
registriert. Zu den Messzeitpunkten wurden die Daten mittels eines Analog-Digital-
Konverters (Data Translation, Marlboro, MA, USA) digitalisiert und an einem

Personalcomputer weiterverarbeitet.

2.6 Hamodynamische Variablen

Der linksventrikulare Spitzendruck (LVSD) und die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtnax) wurden als Mal fur die globale systolische
Funktion gemessen. Das Minimum des dP/dt (dt/dty;,) definiert das Ende der Systole.
Der steile Anstieg des dP/dt,ax markiert das Ende der Diastole. Der linksventrikulare
enddiastolische Druck (LVEDD) und die Zeitkonstante der isovolumetrischen
Relaxation (t) wurden zur Beurteilung der linksventrikularen diastolischen Funktion
herangezogen. Die Zeitkonstante der isovolumetrischen Relaxation wurde anhand
folgender Formel errechnet:

P: = Po % exp (-t/1),
wobei P; der Druck zum Zeitpunkt t ist, Po der LVEDD und t die Zeitkonstante der
isovolumetrischen Relaxation.

Das Produkt aus Herzfrequenz (HF) und linksventrikularem Spitzendruck (LVSD)
ist eine wesentliche Determinante des myokardialen Sauerstoffverbrauches und wird
als Frequenz-Druck-Produkt (FDP) angegeben.

Der systemische vaskulare Widerstand (SVR) wurde aus dem mittleren
Aortendruck (AOPpean) und dem HZV berechnet, unter der Annahme, dass bei

geoffnetem Thorax der rechtsatriale Druck 0 mmHg betragt.
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2.7 Statistische Analysen

Alle Daten sind als Mittelwerte £+ Standardabweichung angegeben. Zur Ermittlung
von statistischen Unterschieden wurde eine Zwei-Wege-Varianzanalyse entlang der
Zeit und zwischen den Gruppen durchgefiihrt. Zeigten sich hierbei statistische
Unterschiede in Bezug auf zeitliche Veranderungen, folgte ein Dunnett’s Test als
post-hoc-Test (vs. Ausgangswerte). Unterschiede zwischen den Behandlungsgrup-
pen wurden ebenfalls mittels Dunnett’s Test untersucht (vs. IPC-Gruppe). Eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 betrachteten wir als signifikant.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Ausschluss

Im Verlauf der Studie wurden insgesamt 48 Tiere instrumentiert. Zwei Tiere
starben wahrend der Koronarokklusion an therapierefraktdrem Kammerflimmern. Von
den restlichen 46 Tieren wurden komplette Datensatze erhoben. (Kontrolle, n=10;
IPC, n=10; Ketamin+IPC, n=9; S(+)-Ketamin+IPC, n= 8; Ketamin, n=9)

3.2 Hamodynamische Variablen

Die hamodynamischen Variablen sind in Tabelle 1 (S. 19) zusammengefasst.
Abbildung 4 (S. 20) zeigt die Hamodynamik (Verlauf von HF, LVSD und HZV) Uber

den Zeitverlauf der Ischamie-Reperfusionsversuche fir alle 5 Versuchsgruppen.

Hinsichtlich der HF, des HZV’s und des LVSD waren unter Ausgangsbedingungen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den 5 Versuchsgruppen feststellbar.

Das FDP als eine der Hauptdeterminanten des myokardialen
Sauerstoffverbrauches unterschied sich zwischen den einzelnen Gruppen nicht.

LVSD und HZV nahmen nach Gabe von Ketamin (LVSD um 16 + 18%, P = 0,02
vs. Ausgangswert; HZV um 11 £ 12%, P = 0,7 vs. Ausgangswert) und S(+)-Ketamin
(LVSD um 17 + 18%, P = 0,12 vs. Ausgangswert; HZV um 13 + 11%, P = 0,77 vs.
Ausgangswert) ab.

Die 5-mindtige Koronarokklusion (ischéamische Prakonditionierung) fihrte zu einer
weiteren Abnahme des HZV um 8 + 12% in der Ketamin+IPC-Gruppe und um 12 +
12 % in der S(+)-Ketamin+IPC-Gruppe. In der IPC-Gruppe hatte die
Préakonditionierung nur einen geringen Effekt auf den LVSD (Abnahme um 4 + 9%, P
= 1,0 vs. Ausgangswert) und das HzZV (Abnahme um 8 % 14%, P = 1,0 vs.
Ausgangswert).

Wahrend der ischamischen Prakonditionierung stieg 1 in der IPC-Gruppe um 21 +
15% (P = 0,79 vs. Ausgangswert), in der Ketamin+IPC-Gruppe um 12 + 12% (P =
0,96 vs. Ausgangswert) und in der S(+)-Ketamin+IPC-Gruppe um 41 = 18% (P <
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0,01 vs. Ausgangswert) als Zeichen einer eingeschrankten diastolischen
Herzfunktion an.

Wahrend der 10-minlutigen Reperfusion im Anschluss an die ischdmische
Préakonditionierung erholte sich der LVSD in der Ketamin-Prékonditionierungsgruppe
auf 92 £ 11% (P = 0,84 vs. Ausgangswert), in der S(+)-Ketamin-Prakonditionierungs-
gruppe um 89 = 13% (P = 0,73 vs. Ausgangswert) und in der Prékon-
ditionierungsgruppe auf 96 = 9% (P = 1,0 vs. Ausgangswert).

Die 30-minutige Koronarokklusion fiihrte in allen Gruppen zu einer Reduktion des
LVSD um 17 = 14 % (P < 0,01 vs. Ausgangswert), des dP/dtmax um 24 + 21% (P <
0,01 vs. Ausgangswert) und des HZV um 16 = 19% (P < 0,01 vs. Ausgangswert).

Hinsichtlich des FDP gab es zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede.

In Bezug auf die linksventrikulare Relaxation stieg T wahrend der
Koronarokklusion im Mittel um 18 + 19% (P < 0,01 vs. Ausgangswert) und der
LVEDD um 75 £ 77% (P < 0,01 vs. Ausgangswert) an (alle Werte nach 30-minutiger
Koronarokklusion).

Nach 2-stiindiger Reperfusion blieb die linksventrikulare Funktion in allen Gruppen
eingeschrankt: der LVSD blieb um 23 £ 19% im Vergleich zu den Ausgangswerten
und dP/dtynax um 37 + 20% in allen Versuchsgruppen reduziert.

Die HF fiel in allen Gruppen wahrend des Versuches um 11 + 11% (P < 0,01 vs.
Ausgangswert). Hierdurch und bedingt durch den Abfall des LVSD kam es zu einer
Verringerung des FDP im Mittel um 31 = 22% (P < 0,01 vs. Ausgangswert). Dabei
gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der IPC-Gruppe und den anderen
Versuchsgruppen.

Auch die diastolische Herzfunktion blieb wahrend der Reperfusionsphase
reduziert. T war im Mittel um 31 + 33% (P < 0,01 vs. Ausgangswert) verlangert und
auch der LVEDD blieb bis zum Ende des Experiments erhéht (2,3 + 2,3 mmHg, P <
0,09 vs. Ausgangswert).
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Kontrolle Ischamie Reperfusion

Ket/LSG IPC Rep 30 min 5 min 30 min 120 min
LVEDD (mmHg)
Kontrolle 74 + 1.7 8.2 + 1.7 9.1 + 3.8 9.3 + 4.4 14.0 + 5.2 145 + 7.3* 12.7 + 6.7 11.4 + 3.5
IPC 93 + 24 89 + 2.2 115 + 3.2 9.0 + 3.1 123 + 34 12.0 + 4.9 10.4 + 3.8 112 + 5.1
Ketamin 86 + 28 9.0 + 26 122 + 3.1 10.3 + 2.6 142 + 3.6 126 + 3.7 122 + 25 128 + 4.4
S(+)-Ketamin + IPC~ 10.6 + 5.3 105 + 5.2 134 + 6.7 111 + 6.2 152 + 84 134 + 7.7 94 + 1.2 114 + 3.7
Ketamin 7.2 + 4.3 7.8 + 4.0 73 + 4.2 75 + 4.1 10.0 + 35 119 + 5.0 83 + 45 94 + 6.1
dP/dtmay (MMHg s™)
Kontrolle 5287 + 1061 5501 + 786 5548 + 1009 5307 + 879 3794 + 1106* 2706 + 496*" 3365 + 803* 3192 + 860*
IPC 5876 + 1216 6047 + 1241 5121 + 1079 4619 + 889 4765 + 1212 3842 + 847* 4227 + 1161* 3767 + 1411*
Ketamin + IPC 5660 + 603 4183 + 1130*" 4079 + 910* 4183 + 698* 4009 + 931~ 3547 + 1041* 3959 + 1174* 3352 + 1103*
S(+)-Ketamin + IPC 5289 + 884 3801 + 808*" 3196 + 751*" 3451 + 541*" 3029 + 830*" 2468 + 755*" 2946 + 422*" 2715 + 642*
Ketamin 4770 + 999 3428 + 1047" 3951 + 1038 4190 + 1028 4426 + 1197 3648 + 1322 4205 + 1059 3505 + 1522
SVR (mmHg min )
Kontrolle 467 + 75 490 + 72 481 + 68 475 + 69 435 + 102" 427 + 82 440 + 73 382 + 89
IPC 544 + 130 535 + 121 581 + 145 532 + 127 577 + 177 544 + 159 563 + 158 467 + 148
Ketamin + IPC 570 + 83 478 + 134 567 + 125 527 + 101 501 + 78 468 + 92 482 + 122 411 + 84*
S(+)-Ketamin + IPC 522 + 70 465 + 117 521 + 108 562 + 79 476 + 70 474 + 93 481 + 115 413 + 78
Ketamin 489 + 123 485 + 186 533 + 219 571 + 231 527 + 177 484 + 154 488 + 180 422 + 163
FDP (mmHg min™ 10°)
Kontrolle 28.4 + 4.7 29.0 + 4.2 305 + 6.7 294 + 7.2 20.7 + 7.8% 214 + 3.4 215 + 34 19.2 + 3.1*
IPC 278 + 6.4 281 + 54 26.2 + 4.7 26.7 + 4.7 244 + 52 238 + 6.0 233 + 4.9 194 + 6.5*
Ketamin + IPC 275 + 2.6 21.8 + 6.9 222 + 4.2 25.0 + 45 215 + 3.2* 21.1 + 2.9* 21.8 + 4.4 16.9 + 4.0*
S(+)-Ketamin + IPC~ 28.7 + 3.6 23.8 + 5.1* 21.6 + 4.7* 25.3 + 6.1 18.4 + 3.3* 17.6 + 3.7+ 18.6 + 3.1* 155 + 3.8*
Ketamin 278 + 5.3 238 + 7.6 256 + 7.2 26.6 + 6.1 27.1 + 6.3 26.8 + 4.7 25.7 + 5.0 228 + 6.6
T (ms
(Ko)ntrolle 18.0 + 3.8 16.4 + 3.9 17.3 + 4.9 175 + 4.5 21.3 + 3.3' 222 + 3.8' 20.8 + 4.1 21.1 + 35
IPC 14.8 + 3.7 147 + 35 17.8 + 44 159 + 4.0 169 + 4.1 16.9 + 4.3 17.3 + 45 198 + 7.3
Ketamin + IPC 19.4 + 35" 19.4 + 421 216 + 4.1 194 + 2.6 205 + 2.7 205 + 4.9 211 + 44 225 + 4.2
S(+)-Ketamin +IPC 159 + 1.3 18.4 + 2.4 22.3 + 1.9* 18.8 + 1.9* 20.8 + 2.5% 21.4 + 2.3* 215 + 1.9* 255 + 2.8*
Ketamin 149 + 23 15.1 + 3.2 155 + 3.0 15.7 + 3.3 16.8 + 3.7 16.0 + 2.9 154 + 2.8 18.3 + 5.8
Daten als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD). LVEDD = linksventrikularer enddiastolischer Druck; dP/dty.x = maximale linksventrikulare

Druckanstiegsgeschwindigkeit; SVR = systemischer vaskuléarer Widerstand; FDP = Frequenz-Druck-Produkt; T = Zeitkonstante der isovolumetrischen linksventrikuléren
Relaxation. Ket/LSG = Ketamin bzw. Losungsmittel; IPC = ischamische Prékonditionierung; Rep = Reperfusion. P < 0,05 vs. Anfangswerte; “P < 0,05 vs. IPC-Gruppe.

Tabelle 1. Himodynamische Variablen
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3.3 Risikogebiet und Infarktgrof3e

Zur Bestimmung der Risikogebiete und der Infarktgrof3en wurde nur der linke
Ventrikel ausgewertet. Die Daten der einzelnen Gruppen sind in Tabelle 2
dargestellt.

Kontrolle IPC Ketamin+IPC  S(+)-Ket.+IPC Ketamin
Korpergewicht (kg) 3,10 + 0,06 2,82 + 0,03 2,77 + 0,03 3,09 + 0,03 290 + 0,04
LV-Gewicht (g) 0,80 + 0,08 0,79 + 0,23 0,75 + 0,16 0,77 =+ 0,08 0,71 +* 0,10
Risikogebiet (g) 0,39 + 0,10 047 + 0,27 0,32 + 0,12 0,37 =+ 0,17 0,34 + 0,15
Risikogebiet/LV (%) 48,8 + 9,02 60,3 + 18,1 43,7 + 16,5 48,7 + 22,0 48,7 + 21,3
Infarktgrosse (g) 0,17 + 0,07 0,11 + 0,08 0,14 + 0,07 0,09 + 0,06 0,16 + 0,06

Daten sind Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD). LV = linker Ventrikel; IPC
= ischamische Prakonditionierung; S(+)-Ket = S(+)-Ketamin

Tabelle 2: Gewichte und Risikogebiet

Das mittlere linksventrikulare Trockengewicht betrug 0,77 + 0,15 g und
unterschied sich somit nicht signifikant zwischen den flinf Versuchsgruppen.

Das mittlere Trockengewicht des Risikogebietes betrug 0,37 + 0,14 g und hatte
somit einen Anteil von 49 + 16 % am linken Ventrikel. Auch hier gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

Die ischamische Prakonditionierung reduzierte die Infarktgré3e von 45 + 16% des
Risikogebietes (Kontrollgruppe) auf 24 + 17% (P = 0,03).

Mit Hilfe der InfarktgroRenbestimmung konnten wir nachweisen, dass razemisches
Ketamin den protektiven Effekt der frihen ischamischen Prakonditionierung aufhebt
und es daher nicht zu einer Reduzierung der Infarktgro3e in der Ketamin+IPC-
Gruppe kommt (45 £ 19%; P = 0,03 vs. IPC-Gruppe).

Im Gegensatz dazu beeinflusst S(+)-Ketamin die durch ischamische
Préakonditionierung induzierte Infarktgréf3enreduzierung nicht (25 + 11%; P = 1,0 vs.
IPC-Gruppe).

Die Vorbehandlung mit razemischem Ketamin zeigte bei den Tieren, die nicht
prakonditioniert wurden (Ketamin-Gruppe), keinen Effekt in Bezug auf die
Infarktgréf3e (48 £ 18%).
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Abbildung 5 zeigt die Infarktgrof3en der einzelnen Versuchsgruppen als prozentualen

Anteil des Risikogebiets.
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Abbildung 5: Infarktgré3en
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4. DISKUSSION

Als wesentliches Ergebnis dieser Untersuchung lasst sich feststellen, dass die
einmalige Gabe von razemischem Ketamin die durch frihe ischamische
Prékonditionierung induzierte Myokardprotektion am Kaninchenherzen in vivo
blockiert.

Das Isomer S(+)-Ketamin beeinflusst die durch frihe ischéamische
Préakonditionierung hervorgerufene Myokardprotektion hingegen nicht.

Demnach ist die die endogene ischamische Prakonditionierung blockierende
Wirkung von razemischem Ketamin stereospezifisch und wird durch das R(-)-Isomer

verursacht.

4.1 Methodenkritik

Fur die Entwicklung eines Myokardinfarktes sind die Dauer der Ischamie, der
myokardiale Sauerstoffverbrauch wahrend der Ischamie, der kollaterale Blutfluss und

die Myokardtemperatur wichtige Determinanten.

Da Kaninchenherzen nur eine sehr schwach ausgebildete Kollateraldurchblutung
besitzen44, war es nicht erforderlich den Kollateralblutfluf3 im Ischamiegebiet zu
bestimmen.

Neben dem arteriellen kollateralen Blutfluss besitzt das Kaninchenherz aber
weitere Mechanismen der alternativen Sauerstoffversorgung. Hier sind in friheren
Studien® die Diffusion und der retrograde Blutfluss durch Thebesii-Venen genannt
worden. Das Ausbleiben der Infarzierung sehr kleiner Ischamiegebiete lasst sich
hierdurch erkléaren. Bei sehr kleinen Ischamiegebieten sind die Diffusionsstrecken
und die Strecken, die das Blut durch Thebesii-Venen zurlicklegen muss, sehr kurz
und ermdglichen deshalb eine Sauerstoffversorgung des Myokards.

Bei Risikogebieten kleiner als 0,05 g Trockengewicht entsteht bei
Kaninchenherzen kein Myokardinfarkt. Deshalb waren Versuche mit einem
Risikogebiet kleiner als 0,05 g Trockengewicht aus der Versuchsreihe

ausgeschlossen worden.
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Die Korpertemperatur der Kaninchen wurde wéhrend des gesamten Versuches
innerhalb des Perikards gemessen und bei 38,5 = 0,2T konstant gehalten. Dies war
notwendig, da eine Temperaturabweichung von 1 T ber eits zu einer Veranderung

der Infarktgré3e von ungefahr 10% fuhren kann.*°

Alle Tiere wurden mit a-Chloralose anasthesiert. Diese Form der Anéasthesie wird
haufig in physiologischen und pharmakologischen Studien eingesetzt.47
In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass a-Chloralose keine

48:49:50 . . N .
77 und keine stoérenden Einflisse auf die

antiischamischen Eigenschaften besitzt
Signaltransduktionskette zu erwarten sind.

Im Gegensatz dazu konnte die kurzzeitige Gabe aller bisher untersuchten volatilen
Anasthetika den Protektionseffekt einer préakonditionierenden Ischamie in
verschiedenen tierexperimentellen in vitro- und/oder in vivo-Untersuchungen
imitieren und damit das Myokard pharmakologisch prakonditionieren.

Barbiturate wie Thiopental hingegen kdnnen die ischamische Prakonditionierung
blockieren, da gezeigt werden konnte, dass Thiopental***? Karp-Kanéle an isolierten

Herzmuskelzellen blockiert.
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4.1.1 InfarktgroRenbestimmung und Dauer der Reperfusion

Die Bestimmung der InfarktgréRe mittels der Triphenyltetrazoliumchlorid(TTC)-
Farbung ist eine anerkannte und zuverlassige Methode zur Anfarbung von

Myokardinfarkten.m;52

In  vitalem Myokard wird TTC zu einem roten
Formazanfarbstoff reduziert. Hierbei reagiert TTC mit membranstandigen
Diaphorasen, die NADH und NADPH als Ko-Faktoren benétigen. Bei frischen
Infarkten fehlen diese Ko-Faktoren, so dass die Reduzierung des TTC und somit die
Bildung des roten Farbkomplexes verhindert wird. Bei alteren Infarkten spielt dartiber
hinaus das Fehlen der Diaphorasen und Dehydrogenasen eine wichtige Rolle bei
dieser Farbetechnik.

Mit Beginn der Reperfusion werden die Ko-Faktoren aus nekrotischen Zellen
ausgewaschen. Dadurch werden nur vitale Zellen, die noch intakte Zellmembranen
besitzen, rot gefarbt.

Ist die Reperfusionszeit zu kurz, werden nicht alle Ko-Faktoren aus den
nekrotischen Zellen ausgewaschen, so dass falschlicherweise zu kleine

Infarktgebiete bestimmt werden koénnten.
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4.1.2 Einfluss der Infarktgro3e auf die funktionelle Erholung der Herzen

In unserer Studie war die Reduktion der Infarktgréf3e durch frihe ischamische
Préakonditionierung nicht mit einer besseren funktionellen Erholung der Herzen
verbunden. Wir konnten keine hamodynamisch relevanten Unterschiede zwischen
den Tieren der einzelnen Versuchsgruppen feststellen.

Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen der Studie von Cohen und
Mitarbeitern.”® Sie prakonditionierten die Kaninchen ihrer Versuchsreihe durch eine
5-mindtige Ischamie, gefolgt von einer 30-mindtigen Koronarischamie, wodurch
Myokardinfarkte nachweisbar waren.

Die Tiere wurden drei Tage lang nachbeobachtet und der Verlauf der
Wandverdickungsfraktion registriert. Die Wandverdickungsfraktion wurde als Mal} flr
die kontraktile Myokardfunktion bestimmit.

Eine bessere funktionelle Erholung der Herzen nach ischamischer
Prékonditionierung und folgender 30-minutiger regionaler Myokardischamie war
frihestens nach einem Tag Reperfusion zu beobachten.

Nach Ansicht Cohens et al. befanden sich die Herzen nach der Ischamie im
Stadium der reversiblen kontraktilen Dysfunktion (Stunning). Erst nach etwa 24
Stunden bildete sich das Stunning zurlck und es konnten Unterschiede hinsichtlich
der Funktionserholung registriert werden. Eine verbesserte Funktionserholung
resultierte aus kleineren Infarktgebieten, die bei ischdmisch prakonditionierten Tieren
gemessen wurden.

Cohen et al. machten in ihrer Studie keine Angaben zur globalen Herzfunktion,
zum Ventrikeldruck oder dP/dtnyax.

In der vorliegenden Studie wurden keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen hinsichtlich der oben genannten hamodynamischen Parameter beobachtet.
Grund hierfir kdnnte die kurze Reperfusionsdauer von nur 2 Stunden gewesen sein.
Cohen et al. zufolge befanden sich die Herzen zu diesem Zeitpunkt noch im Stadium
des Stunning. Unterschiede in der Funktionserholung hatten laut Cohen et al. erst
nach einer Reperfusionsdauer von 24 Stunden registriert werden kdénnen.

Die kleineren Infarktgebiete, die wir bei den Tieren der Gruppen mit ischamischer
Prakonditionierung (IPC, S(+)-Ketamin+IPC, Ketamin+IPC) nach einem Zeitraum von
zwei Stunden Reperfusion beobachten konnten, haben somit keinen Einfluss auf die

globale hamodynamische Funktion der Herzen.
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4.2 Interpretation der Ergebnisse

Kurze subletale Perioden myokardialer Ischamien gefolgt von einer kurzen
Reperfusion bieten einen starken endogenen Schutz des Myokards gegen die
Folgen einer langeren Ischdmie. Dieses Konzept, das als ischamische

3;4;5

Préakonditionierung bekannt ist, wurde sowohl bei allen untersuchten Tieren®™>, als

auch beim Menschen beobachtet.

Obwohl der Signaliuibertragungsweg der ischamischen Prékonditionierung noch
nicht vollstandig aufgeklart ist, legt eine Vielzahl von Untersuchungsergebnissen die
Vermutung nahe, dass der Karp-Kanal ein wichtiger Bestandteil in der
Signaltransduktionskette ist.141°

Ko und Mitarbeiter wiesen an isolierten Kardiomyozyten nach, dass das
intravendse Anasthetikum Ketamin konzentrationsabhangig die Offnung von Kate-
Kanalen blockiert.** Demnach stellten wir die Hypothese auf, dass razemisches
Ketamin die Kardioprotektion durch frihe ischamische Prakonditionierung aufheben
konnte.

Diese Vermutung wird in der vorliegenden Untersuchung bestatigt. Razemisches
Ketamin blockiert in klinisch relevanter Konzentration den schitzenden Effekt der
frihen ischamischen Prékonditionierung am Kaninchenherzen in vivo. Die
Verabreichung derselben Dosis von razemischem Ketamin bei fehlender
Préakonditionierung hat keinen Effekt auf die Infarktgrofie.

Ketamin ist ein razemisches Cyclohexanonderivat (Phenzyclidin-[PCP-]Derivat).
Es handelt sich um eine 1:1 Mischung von zwei optisch aktiven Enantiomeren (S(+)-
Ketamin und R(-)-Ketamin) mit unterschiedlicher Wirkung auf Herz->* und

zentralnervose Rezeptoren55.

Die Stereoisomere weisen unterschiedliche Eigenschaften, aber eine ahnliche
Kinetik auf. Dabei zeigt sich der Effekt der Stereoselektivitat. Allgemein ausgedruckt
bedeutet dies, dass das wirksamere Isomer eine ho6here Affinitat gegenuber
speziellen (makromolekularen) Rezeptoren aufweist.

Beim Ketamin ist die analgetische und anasthetische Potenz von S(+)-Ketamin
etwa dreifach groRer im Vergleich zu der des R(-)-Ketamins (bzw. doppelt so hoch

wie die des Razemats). Um die gleiche Wirkung zu erreichen, ist mit S(+)-Ketamin
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eine Dosisreduzierung auf die Halfte m('jglich.56 Die unterschiedliche Wirkung der
beiden Isomere auf die IPC lasst vermuten, dass die Blockade der ischdmischen

Préakonditionierung durch razemisches Ketamin stereospezifisch ist.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass die Verabreichung von S(+)-Ketamin
vor der préakonditionierenden Ischamie die schitzende Wirkung der
Préakonditionierung in vivo nicht beeinflusst. Die InfarktgroRen der Tiere in dieser
Versuchsgruppe (S(+)-Ketamin+IPC-Gruppe) unterscheiden sich nicht von den
Infarktgré3en der Tiere der IPC-Gruppe.

Die InfarktgroRen der Tiere die razemisches Ketamin vor der Prakonditionierung
(Ketamin+IPC-Gruppe) verabreicht bekommen hatten unterschieden sich hingegen
nicht von den Infarktgrof3en der Tiere der Kontrollgruppe (keine ischéamische
Prékonditionierung). Die schitzende Wirkung der Prakonditionierung wurde
demnach blockiert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die blockierende Wirkung des
razemischen Ketamins stereospezifisch ist. In der vorliegenden Studie wurde die
isolierte Wirkung des R(-)-Isomer allerdings nicht Uberprift. Unsere Daten kdnnen
somit nicht belegen, dass der Effekt des R(-)-Ketamin durch blockierende Wirkung
am Karp-Kanal verursacht wird.

Versuche an isolierten Rattenherzen konnten jedoch belegen, dass R(-)-Ketamin
die kardioprotektive Wirkung der ischamischen Préakonditionierung blockiert.”’

Die Stereospezifitat des die ischdmische Prakonditionierung blockierenden Effekts
deutet auf einen rezeptorvermittelten Mechanismus hin. Ein mdglicher Rezeptor, der
hierbei in Frage kommt, kdnnte der Sulfonylharnstoffrezeptor des Karp-Kanals sein.
Eine aktuelle Untersuchung von Zaugg und Mitarbeitern kann diese Vermutung
bestatigen. In klinisch relevanten Konzentrationen blockiert R(-)-Ketamin im
Gegensatz zu S(+)-Ketamin mitochondriale Karp-Kandle isolierter Kardiomyozyten

des Rattenherzens.*

Das Ergebnis der vorliegenden Studie stimmt auch mit einer in-vitro-Studie
unserer Arbeitsgruppe tberein.>” In dieser Studie wird die Wirkung von razemischem
Ketamin, R(-)-Ketamin und S(+)-Ketamin auf die ischamische Prakonditionierung an
isolierten Rattenherzen untersucht, die nach erfolgter Prékonditionierung einer 30-

minutigen Ischamie unterzogen wurden. Die verbesserte Erholung der myokardialen
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Funktion und die reduzierte Freisetzung von Kreatinkinase die in dieser Studie nach
ischamischer Prakonditionierung beobachtet werden konnte, wurde durch die Gabe
von 20 pg/ml razemischem Ketamin blockiert. Die Konzentration von 20 pg/ml tritt bei
Patienten in der Klinik als Spitzenspiegel nach einer Bolusinjektion auf. Die Gabe von
2 pg/ml razemischem Ketamin, dies entspricht dem Blutspiegel, der bei Patienten
wahrend kontinuierlicher Ketamininfusion gemessen werden kann, konnte keinen
gleichartigen Effekt erzeugen. Die Gabe von S(+)-Ketamin in beiden Dosierungen
hatten hingegen keinen Einfluss auf die ischamische Prakonditionierung. R(-)-
Ketamin fuhrte jedoch in beiden Konzentrationen zur Blockade der Protektion durch
Préakonditionierung. Molojavyi et al. konnten somit eindeutig belegen, dass die
Blockade der ischamischen Prakonditionierung durch das R(-)-Enantiomer
hervorgerufen  wurde, wahrend S(+)-Ketamin keine Wirkung auf die

Préakonditionierung hatte.

Man sollte allerdings nicht aul3er Acht lassen, dass die Pathophysiologie von
ischamischer (endogener) Prakonditionierung und myokardialen Ischamie-
Reperfusionssituation in vivo weitaus komplexer ist. Daher sollten auch andere
Effekte von Ketamin, wie z.B. hamodynamische (Neben-)Wirkungen, die Tiefe der
Anasthesie und die Beeinflussung des Reperfusionsschadens in Betracht gezogen

werden.
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4.2.1 Hamodynamische Wirkungen

Ketamin wirkt sympathomimetisch. Dieser Effekt von Ketamin ist nicht nur zentral
vermittelt; peripher hemmt die Substanz die Katecholaminwiederaufnahme
(Reuptake) in die Prasynapse (Kokainwirkung) und fuhrt so zu einer Zunahme der
Katecholaminkonzentration im synaptischen Spalt. Auch hier zeigt sich durch erhéhte

Verfligbarkeit von Katecholaminen eine starkere Potenz des S(+)-Ketamin.

Trotz des sympathomimetischen Effekts hat Ketamin auch eine direkte
myokarddepressive Wirkung. In vitro Untersuchungen legen nahe, dass Ketamin
dosisabhangig® eine direkte negativ inotrope und chronotrope Wirkung, die bei
Uberdosierung Uberwiegt und zu Blutdruckabfallen fiihrt, zeigt. Durch eine
Verringerung der myokardialen Inotropie konnte es zu einer erhdhten Toleranz des
Herzens gegen die Folgen einer Ischdmie kommen.

Aufgrund der erhdhten Verflugbarkeit von Katecholaminen bewirkt S(+)-Ketamin
eine geringere kardiodepressive Wirkung als razemisches Ketamin.>®

Die Gabe von razemischem Ketamin und von S(+)-Ketamin bewirken zwar
zunachst eine (gleichgrol3e) Abnahme von LVSD und HZV, beide Parameter erholen
sich jedoch vor der 30-minitigen Ischdmie wieder auf Ausgangswerte. Das
Frequenz-Druck-Produkt - eine der Hauptdeterminanten fir den myokardialen
Sauerstoffbedarf - unterscheidet sich bei den einzelnen Gruppen wéhrend der 30-
minutigen Ischamie nicht signifikant.

Hieraus folgt, dass Unterschiede der hamodynamischen Variablen
hdchstwahrscheinlich nicht zu den Unterschieden in Bezug auf die InfarktgroRRe

beigetragen haben.

Zusatzlich kann auch die Stimulation von adrenergen Herzrezeptoren eine
Préakonditionierung bewirken. Es ist bekannt, dass a-Sympathomimetika Uber eine
Erh6hung des Katecholaminspiegels im synaptischen Spalt IPC induzieren kénnen.
Vermittelt wird dieser Prozess aufgrund einer moglichen Verbindung zwischen
adrenergen Rezeptoren und KATp-KanaIen.6o

Aus diesem Grund ist es durchaus mdglich, dass ein durch S(+)-Ketamin
hervorgerufener erhéhter Katecholaminspiegel zur Aufrechterhaltung der

Kardioprotektion beigetragen hat.
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4.2.2 Beeinflussung des Reperfusionsschadens

Die Wiedereroffnung eines zuvor verschlossenen Herzkranzgefal3es, ein an sich
wegen der damit einhergehenden Wiederherstellung der Sauerstoff- und
N&ahrstoffversorgung der Herzmuskelzellen erwinschter Vorgang, kann weitere
Schadigungsmechanismen aktivieren (Reperfusionsschaden) und dadurch das
Ausmald eines Infarkts erhohen. Die Zellen werden dabei vor allem durch den
exzessiven Anstieg der zytosolischen Kalzium-Konzentration und der Bildung freier
Radikale geschadigt, was die Nekrotisierung von Muskel- und Endothelzellen
beschleunigt.

Es ist bekannt, dass einige Anasthetika den Mechanismus des

. . . 61,62
Reperfusionsschadens unmittelbar beeinflussen.™™

Die direkte Wirkung von
Ketamin auf den myokardialen Reperfusionsschaden wurde bislang nicht
ausreichend untersucht.

Postischamische endotheliale Ablagerungen von Neutrophilen im Koronarsystem
sind wesentlich an der Entstehung des Reperfusionsschadens beteiligt.63 Szekely et
al. berichten in ihrer Studie an isolierten Meerschweinchenherzen von einer durch
S(+)-Ketamin hervorgerufene Abnahme postischamischer Ablagerungen Neutrophiler
im Koronarsystem, wéhrend es durch R(-)-Ketamin zu einer Zunahme der
Ablagerungen kommt.®* Dies hat eine Zunahme des Reperfusionsschadens bei mit
R(-)-Ketamin behandelten Tieren zur Folge.

Die Verringerung des Reperfusionsschadens kbnnte somit bei mit S(+)-Ketamin
behandelten Tieren zur Reduktion der Infarktgrél3e in vivo beigetragen haben.
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4.2.3 Ketamin als Bestandteil der Narkose

In verschiedenen friheren Studien wurde razemisches Ketamin als Bestandteil
der Narkosefuhrung zur Untersuchung von ischamischer (endogener)
Prékonditionierung verwendet. Erstaunlicherweise war die Induktion der

Préakonditionierung dennoch moglich.

Cason et al.’® sowie Ismaeil et al.®® untersuchten pharmakologisch induzierte
Prakonditionierung bei Kaninchen, die préoperativ mit 70 mg-kg® i.m. Ketamin
sediert worden waren. Fur die restliche Zeit der Untersuchung wurde die Narkose mit

Propofol i.v. aufrechterhalten.

Hassler et al.®” verwendeten 67 mg-kg' i.m. Ketamin zur Einleitung der Narkose
gefolgt von einer stetigen Ketamininfusion von 20 mgkg!-h? wéahrend der
Untersuchung.

In allen genannten Studien kam es trotz der Applikation von razemischem Ketamin

zur Induktion der Prékonditionierung.

Obwonhl die Plasmakonzentration von Ketamin weder in den oben genannten noch
in der vorliegenden Studie gemessen wurde, ist davon auszugehen, dass die
Ketaminplasmakonzentration in der vorliegenden Studie 5 Minuten nach intravendser
Ketamin-Bolusgabe (10 mg-kg') hoher war, als bei den Untersuchungen, bei denen
trotz Ketamingabe eine Prakonditionierung ausgelost werden konnte. Dies lasst den
Schluss zu, dass es sich um eine Frage der Konzentration handelt, ob Ketamin die
Préakonditionierung blockiert oder nicht.

Diese Vermutung wird auch von Molojavyi et al.®’

gestlitzt. Sie konnten an
isolierten Rattenherzen nachweisen, dass die Gabe von razemischem Ketamin in
geringer Konzentration (2ug/ml) vor der ischamischen Prakonditionierung die
Kardioprotektion nicht beeinflusst. Bei der Ketamingabe in hoherer Konzentration (20
ng/ml) kam es dagegen zu einer Blockade der Prakonditionierung und einem damit

verbundenen gréfReren Zellschaden.

Walsh et al.®® berichten, dass im Kaninchenmodell wahrend einer Narkose mit
Ketamin(1,5 mg-kg™*-min)-Xylazin(0,75 mg-kg*-min) Glibenclamid eine die
Préakonditionierung blockierende Wirkung hat, nicht aber bei einer Narkose mit

Pentobarbital.
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Ein ahnliches Ergebnis liefert eine Studie von Thornton et al.®®. Demzufolge kann
die die Prakonditionierung blockierende Wirkung des Katp-Kanalblocker Glibenclamid
nicht wahrend einer Narkose mit Pentobarbital nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu berichten Toombs et al.70, anhand eines beinahe identischen
Kaninchenmodells, dass Glibenclamid die Prakonditionierung blockiert. Die einzige
Abweichung im Versuchsablauf - im Vergleich zu den Versuchen von Thornton et al.-
bestand darin, dass die Narkose durch wiederholte intramuskuléare Injektionen von
Ketamin (10 mg-kg?) und Xylazin (2 mg-kg™) aufrechterhalten wurde.

Die scheinbar widersprichlichen Ergebnisse der Studien von Walsh, Thornton und
Toombs werden durch eine Studie von Morita et al.”* erklart. Diese Studie zeigt,
dass die Narkose mit Ketamin die blockierende Wirkung von Glibenclamid auf die
Karp-Kandle verstarkt.

Ubereinstimmend belegen alle Studien, dass die Gabe von Glibenclamid nur dann
die Prakonditionierung blockiert, wenn sie in Kombination mit Ketamin als

Basisanasthetikum verwendet wird.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass razemisches Ketamin in Kklinisch
relevanter Konzentration die Kardioprotektion durch frihe ischamische
Préakonditionierung in vivo aufhebt. Dieser Effekt ist stereospezifisch und wird durch
das R(-)-Isomer verursacht, wahrend S(+)-Ketamin die Protektion nicht beeinflusst.
Wenngleich unsere Daten nicht beweisen, dass der Effekt des R(-)-Ketamin durch
eine blockierende Wirkung am Karp-Kanal verursacht wird, so deutet die
Stereospezifitdt des Effektes auf einen rezeptorvermittelten Mechanismus hin.
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5. AUSBLICK

Die myokardiale ischdmische Prakonditionierung ist ein experimentelles
Phanomen. Fir die protektive Wirkung beim Menschen gibt es jedoch deutliche
Hinweise. So konnte die ischamische Prakonditionierung an humanen
Kardiomyozyten nachgewiesen werden.*

Generell kann man davon ausgehen, dass koronarkranke Patienten aufgrund
rezidivierender Angina pectoris Anfélle ischamisch prakonditioniert sind. Angina
pectoris Anfalle bewirken somit eine myokardiale Prakonditionierung und stellen
einen wesentlichen Protektionsmechanismus dar. Diesem Protektionsmechanismus
kommt bei koronarkranken Patienten besonders in der perioperativen Phase eine
besondere Bedeutung zu.

Ziel ist es, die durch eine ischamische (endogene) Prakonditionierung induzierte
Protektion nicht nur zu erhalten, sondern méglicherweise noch zu verstarken. Die
Verwendung geeigneter  Anasthetika bewirkt eine pharmakologische
Préakonditionierung, die die Folgen einer geplanten Myokardischamie reduzieren oder
aber die Prognose eines Myokardinfarktes, wie er gerade perioperativ gehauft beim
koronarkranken Patienten auftritt, verbessern konnte. So kénnte zum Beispiel in der
Herzchirurgie vor geplanten Myokardischamien die Wahl eines geeigneten
Anasthetikums eine Myokardprotektion induzieren bzw. verstarken.

Grundlage sowohl fur eine pharmakologische Prakonditionierung als auch fir die
Erhaltung bzw. die Verstarkung der Protektion durch eine ischamische
Préakonditionierung ist die Kenntnis der zugrunde liegenden zellularen Mechanismen.

Tierexperimentellen Untersuchungen ergaben, dass die Offnung ATP-sensitiver
Kaliumkanale ein wesentlicher Bestandteil der Signaltransduktionskette der frithen
ischamischen Prakonditionierung ist. Um nachteilige Effekte einer Karp-Kanal-
Blockade zu vermeiden und um einen Schutz der Organe intraoperativ zu
gewahrleisten sind demnach Karp-Agonisten zur Narkosefiihrung zu empfehlen. Zu
dieser Gruppe zahlen alle bisher untersuchten volatilen Anasthetika (Enfluran®,

3532 und Desfluran®) sowie die Opiate.***° Alle diese

Isofluran®®2*%° " Sevofluran
Anasthetika konnten den Protektionseffekt der klassischen Prakonditionierung in
verschiedenen in vitro- und in vivo-Untersuchungen imitieren und damit das Myokard

pharmakologisch prakonditionieren.
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Das Ziel weiterer Studien sollte daher sein, diese neuen Moglichkeiten der
gezielten Organprotektion zu tUberprtfen.

Weitere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass verschiedene Anasthetika
durch Interaktion mit zentralen Mechanismen der Signaltransduktionskette eine
myokardiale Prakonditionierung nicht nur induzieren konnen, sondern auch zu
blockieren vermogen. Demnach lasst sich durch die Auswahl geeigneter Anasthetika
maoglicherweise auch Einfluss auf die perioperative Morbiditat bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung nehmen.

Ein weiterer Schwerpunkt der Forschung in diesem Themenkreis liegt derzeit auf
der Untersuchung einer mdglichen Beeinflussung der Myokardprotektion durch
Hyperglykamie bzw. Diabetes mellitus, da diese Krankheitsbilder haufig in enger

Beziehung zur koronaren Herzkrankheit stehen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Wirkung von razemischem Ketamin und S(+)-Ketamin auf die fruhe
isch&mische Prakonditionierung — Untersuchung an na rkotisierten Kaninchen

Fragestellung: Kurze Myokardischamien schitzen das Herz gegeniber den Folgen
einer nachfolgenden langeren Ischamie. Dieser starke endogene Protektionsmecha-
nismus wird als ischamische Prakonditionierung bezeichnet. Dabei gilt die Offnung
ATP-sensitiver K*-Kanéle als wesentlicher Bestandteil der Signaltransduktionskette.
Razemisches Ketamin blockiert an isolierten Zellen diesen Kanal und hebt die friihe
ischamische Préakonditionierung an isolierten Rattenherzen auf. Diese Blockade wird
durch das R(-)-Enantiomer verursacht.

Die vorliegende Studie untersucht den Einfluss klinisch relevanter Konzentrationen
von razemischem Ketamin und S(+)-Ketamin auf die frilhe ischdmische (endogene)
Préakonditionierung in vivo.

Methodik: 46 a-Chloralose-anasthesierte Kaninchen wurden thorakotomiert und mit
einem Koronararterienokkluder instrumentiert. Alle Tiere wurden einer 30-mindtigen
regionalen Myokardischamie gefolgt von 2 Stunden Reperfusion unterzogen. Aul3er
bei den Tieren der Kontrollgruppe (n=10) und den Tieren, die razemisches Ketamin
erhielten (Ketamin-Gruppe, n=9) wurde bei allen Tieren durch eine 5-minitige Koro-
narokklusion gefolgt von 10 Minuten Reperfusion eine ischamische Prékonditionie-
rung induziert (IPC, n=10; S(+)-Ketamin+IPC, n=8; Ketamin+IPC, n=9). Im Anschluss
daran folgte die 30-minttige Myokardischdmie. Razemisches Ketamin bzw. S(+)-
Ketamin (10 mg/kg) wurde jeweils 5 Minuten vor der ischamischen Prakonditionie-
rung i.v. gegeben.

Gemessen wurden der linksventrikulare Druck (LVD, Katheterspitzenmanometer)
und das Herzzeitvolumen (HZV, Ultraschallflussmesskopf). Die InfarktgréRe wurde
mit einer Triphenyltetrazoliumchloridfarbung bestimmt. Statistik: Zwei-Wege-Varianz-
analyse entlang der Zeit und zwischen den Gruppen, sowie Dunnett’s post hoc Test.
Ergebnisse: Bei gleichen hamodynamischen Ausgangswerten (LVD: 107 + 14
mmHg, HZV: 180 + 27 ml/min, MW % SD) erholten sich LVD und HZV wahrend der
10-mindtigen Reperfusion nach der ischamischen Prakonditionierung auf Ausgangs-
werte. Wahrend der 30-minttigen Koronarischdmie sanken LVD und HZV in allen
Gruppen vergleichbar um 17 £+ 14% bzw. 16 + 19% der Ausgangswerte ab. Nach 2 h
Reperfusion zeigten alle Gruppen die gleiche Erholung (LVD: 74 + 20%, HZV: 85 +
20% der Ausgangswerte). Die Infarktgrof3e wurde durch Préakonditionierung auf 24 +
17% (P = 0,03) des Risikogebietes im Vergleich zu 45 £+ 16% in der Kontrollgruppe
gesenkt. Tiere der Ketamin+IPC-Gruppe wiesen einen signifikant gréf3eren
Myokardinfarkt im Vergleich zur IPC-Gruppe auf (P = 0,03 vs. IPC-Gruppe), wahrend
S(+)-Ketamin keinen Einfluss auf die Prakonditionierung hatte (25 = 11%, P = 1,0 vs.
IPC-Gruppe). Vorbehandlung mit razemischem Ketamin alleine (ohne anschlie3ende
Prékonditionierung) hatte keinen Einfluss auf die Infarktgrof3e (48 = 18%).
Schlussfolgerung:  Frihe ischdmische (endogene) Prakonditionierung wird in vivo
durch razemisches Ketamin blockiert, wobei razemisches Ketamin an sich, ohne
vorhergegangene friihe ischamische Prékonditionierung, keinen Einfluss auf die
GroRRe des Infarktgebietes aufweist. S(+)-Ketamin zeigt keinen Einfluss auf die
ischamische Prakonditionierung und ist daher von Vorteil gegentber dem Razemat,
wenn mit einer Myokardischamie gerechnet werden muss.
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