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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 EinfUhrung

Die zentrale Funktion des Herzens ist es, den Kreislauf aufrecht zu erhalten und so
einerseits die Versorgung der Organe mit Sauerstoff und Nahrstoffen, andererseits
den Abtransport freigesetzter Stoffwechselprodukte sicherzustellen. Vendses Blut
wird Uber den rechten Vorhof und die rechte Herzkammer dem Lungenkreislauf
zugefithrt. Uber die Lungenvenen, den linken Vorhof und die linke Herzkammer wird
das nun mit Sauerstoff aufgesattigte Blut in die Korperperipherie gepumpt. Dies
geschieht durch rhythmische aufeinander abgestimmte Kontraktionen der Vorhofe

und Herzkammern.

Die mechanischen Herzkontraktionen erfordern den Grol3teil der in der
Herzmuskelzelle bereitgestellten Energie, wobei rund 75% der Energie
ausschlie3lich von der Actomyosin-ATPase verbraucht werden. Der verbleibende
Anteil wird zur Aufrechterhaltung der lonengradienten und zur Strukturerhaltung der
Zelle bendtigt (Schramm 1994). Die Energie wird in Form von Adenosintriphosphat
(ATP) transferiert. Unter Ruhebedingungen werden mehr als 90% des ATP durch die
oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien generiert und nur ein geringer Teil
durch anaerobe Glykolyse. Der normale Gehalt der Myokardzelle an ATP (4-6 pumol/g
Gewebe) reicht jedoch nur fir wenige Herzschlage, so dass ein kontinuierliches und

ausreichendes Sauerstoff- und Substratangebot unerlasslich ist (Schrader 1994).

Die myokardiale Durchblutung betrdgt unter Ruhebedingungen im Mittel 0,7 - 0,8
ml/min/g Gewebe bei einem mittleren arteriellen Sauerstoffgehalt von 0,2 ml GQ/ml
Blut. Da der myokardiale Sauerstoffverbrauch mit ca. 0,1 ml Q)/min/g Gewebe eine
Sauerstoffextraktion von tber 60% erfordert, kann das Herz unter Belastung seinen
erhohten Bedarf nur durch eine Steigerung der Durchblutung erreichen. Diese kann

auf das 4 — 5-fache ansteigen (Feigl 1983).

Schon vor Uber 50 Jahren wurde die enge Kopplung von koronarer Durchblutung,
myokardialem Sauerstoffverbrauch und kontraktiler Funktion erkannt, die angesichts

der Bedeutung des Herzens fur den Gesamtorganismus unerlasslich erscheint
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(Eckenhoff 1947). Allerdings betrachtete man damals das Herz als in sich

einheitliches Organ ohne lokale, funktionelle und metabolische Unterschiede.

1.2 Heterogenitat der myokardialen Durchblutung

Bei naherer Betrachtung des Herzens lassen sich auf verschiedenen Ebenen
Unterschiede in der lokalen Durchblutung nachweisen. So verwundert es nicht, dass
der makroskopischen Unterteilung des Herzens in rechten und linken Vorhof sowie in
rechte  und linke Herzkammer unterschiedliche mittlere Durchblutungsraten
entsprechen. Die Durchblutung des linken Ventrikels, der mit etwa 70% den
hauptsachlichen Massenanteil des Herzens ausmacht, betragt 0,8 bis 1,0 ml/min/g.
Dies entspricht einer um 15% hoheren Durchblutung im Vergleich mit dem
Gesamtorgan. Der rechte Ventrikel mit einem ungefahren Massenanteil am
Gesamtherzen von 20% zeigt eine Durchblutung von ca. 0,4 bis 0,7 ml/min/g (King
1985, Hoffmann 1995). Da der rechte Ventrikel allerdings wegen des geringeren
Widerstandes im Lungenkreislauf nur ca. 20 bis 25% des linksventrikularen
Spitzendrucks aufbringen muss, scheint er damit vergleichsweise stark perfundiert.
Bei gleichem Radius allerdings zeichnet sich der rechte Ventrikel mit 3 mm durch
eine geringere Wanddicke als der linke Ventrikel aus. Diese fuihrt nach dem Laplace-
Gesetz trotz  geringerer  rechtsventrikularer Nachlast zu einer hdheren
Wandspannung des rechten Ventrikels. Da die Wandspannung die wesentliche
Determinante des myokardialen Sauerstoffverbrauchs darstellt, scheint somit auf
Ebene der Herzkammern der Blutfluss dem jeweiligen Bedarf angepasst zu sein
(Hoffmann 1995).

Neben den beobachteten Flussunterschieden zwischen den Kammern lasst sich
linksventrikular  ein  transmuraler  Flussgradient von  subepikardial  nach
subendokardial nachweisen. Marcus et al. beobachteten 1977 an Hunden eine um
ca. 35% hohere Durchblutung des Endokards im Vergleich zum Epikard. Dieser
Flussgradient zugunsten des Endokards wurde in den folgenden Jahren in weiteren
Studien bestatigt (Austin 1990, Sonntag 1996). Allerdings existieren diesbezuglich
auch gegensatzliche Beobachtungen, die diesen Flussgradienten nicht nachweisen
konnten (Groeneveld 1992, Bussemaker 1994).
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Schlie8lich finden sich bei hoher réaumlicher Auflosung auch innerhalb jeder
myokardialen Schicht deutliche Flussunterschiede. Dieses Phdnomen wird als Mikro-

Heterogenitat bezeichnet.

1.2.1 ,Mikro“-Heterogenitat

Unterteilt man den linken Ventrikel in viele kleine Areale und bestimmt in diesen die
jeweilige Durchblutung, so zeigen sich deutliche Flussunterschiede, die erstmals
durch Yipintosi et al. 1973 mittels der Deposition radioaktiver Mikrospharen im
Hundeherzen nachgewiesen werden konnten. In den folgenden Jahren wurden
weitere Flussuntersuchungen am Herzen durchgefiihrt, die das Vorhandensein einer
,Mikro“-Heterogenitat bestatigten. Untersuchte man beispielsweise Proben des linken
Hundeherzens mit einem mittleren Feuchtgewicht von 83 mg, so variierte die lokale
Durchblutung in den einzelnen Proben zwischen 10 und 250% der mittleren
Durchblutung. Die Mehrzahl der Proben (95%) zeigte einen lokalen Blutfluss
zwischen 50 und 150% des myokardialen Mittelflusses; allerdings wiesen 5% der

Proben einen mehr als 3-fachen Durchblutungsunterschied auf (Sonntag 1996).

Der Variationskoeffizient der Durchblutungsheterogenitat beschreibt die Streuung der
lokalen Blutflisse um den mittleren Fluss. Abhéngig von der ProbengrélRe zeigte sich
ein Variationskoeffizient von 21 bis 35% (Deussen 1998). Dabei nimmt der
Variationskoeffizient mit Abnahme der ProbengroRe zu (Bassingthwaighte 1989).
Bassingthwaighte beschreibt einen Variationskoeffizient von 12% in ca. 10 g
schweren Proben bis zu ca. 24% in 0,2 g schweren Proben. Das kleinste erdenkliche
Niveau, bis zu dem noch eine Durchblutungsheterogenitat zu verzeichnen ist, liegt
mittlerweile im mikroskopischen Bereich, so dass versucht wird, es mittels

hochauflosender MR-Technik darzustellen (Bauer 2001).

Dass die lokale raumliche Flussverteilung kein zuféliges Phéanomen darstellt,
sondern durch fraktale Beziehungen gekennzeichnet ist (Deussen 1998), legten
mathematische und Autokorrelations-Analysen nahe. Dabei unterschieden sich

nebeneinander liegende Areale in ihren lokalen Blutflissen weniger als im Vergleich
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zu weiter entfernt liegenden, woraus zu schlieRen ist, dass die Blutflisse auf lokaler

Ebene miteinander korreliert sind (Austin 1990).

Besagte  Flussheterogenitdten sind bisher nicht nur an Hundeherzen
(Bassinghtwaighte 1968), sondern auch an Herzen von Pavianen (King 1985),
Schweinen (Ritmann 1998), Ratten (Bauer 2001), Kaninchen (Matsumoto 1999),
Hamstern (Stapelton 1995), Schafen (Bassinghtwaighte 1990) und Menschen
(Camici 1997) nachgewiesen worden. Diese Beobachtungen machen deutlich, dass

kardiale Flussheterogenitaten ein universales Phanomen darstellen.

1.2.2 Zeitliche Durchblutungsheterogenitat

Schon King et al. zeigten 1985 in ihren Untersuchungen an Pavianen, dass die
beobachtete raumliche Heterogenitat eine zeitliche Stabilitat aufweist. Verschiedene
Mikrosphéaren wurden Uber mehrere Stunden im Intervall von 20 Minuten gopliziert.
Der Variationskoeffizient der Deposition der Mikrospharen betrug in der zeitlichen
Domaéane nur 11%, wahrend er in der raumlichen Domane 33% betrug. Die zeitliche
Heterogenitat der lokalen Myokarddurchblutung ist somit im Gegensatz zur

rdumlichen zu vernachlassigen.

Unter unveranderten hdmodynamischen Verhaltnissen besteht eine enge Korrelation
zwischen der lokalen Deposition simultan applizierter und der sukzessiv
verabreichter Mikrosphéaren. Die zeitliche Stabilitat der myokardialen Durchblutung
konnte von verschiedenen Autoren fur Zeitraume von 30 - 75 Minuten (Loncar 1998),
60 Minuten (Ritmann 1998), 120 Minuten (Groeneveld 1991) und sogar bis zu 13

Tagen (Laussmann 2002) gezeigt werden.

Voraussetzung fur die Stabilitat des lokalen Durchblutungsmusters des Herzens sind
jedoch &hnliche Herz-Kreislaufverhaltnisse zu den jeweiligen Untersuchungszeit-
punkten. So fluhrt beispielsweise eine Vasodilatation zu einer relativ hoheren
Durchblutungssteigerung von primar niedrig perfundierten im Vergleich mit zuvor
hoch perfundierten Arealen (Groeneveld 1992). Allerdings kommt es nach Abklingen

der Vasodilatation innerhalb von 40 bis 112 Minuten zu einer Rickkehr der lokalen
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Flusse auf ihren Ausgangsfluss (Deussen 1996). Im Gegensatz dazu bedingt eine
kurzzeiige Flussreduktion keine Wiederherstellung des urspringlichen lokalen
Blutflusses. Nach Aufheben der Flusslimitierung ergibt sich eine Flussumverteilung
(Bussemaker 1997).

1.2.3 Messverfahren

Die lokale myokardiale Durchblutung wird unter experimentellen Bedingungen
zumeist unter Verwendung von Mikrospharen bestimmt, die auch heute noch als
Gold-Standard betrachtet werden. Dabei handelt es sich um Plastikkiigelchen mit
einem mittleren Durchmesser von 10 - 15 um, die z.B. radioaktiv markiert sein
konnen. Bei einmaliger Kapillarpassage werden sie zu nahezu 100% extrahiert und
retiniert. Bei homogener Verteilung im Blutstrom sollten somit das Angebot der
Mikrospharen an ein Gewebeareal und die Mikrospharen-Depositionsdichte im
Gewebe proportional zum lokalen Blutfluss sein. Diese Technik wurde erstmals von
Domenech (1969) angewendet. Zur lokalen Flussbestimmung koénnen statt radioaktiv
markierter auch farbige (Kowallik 1991) oder fluoreszierende Mikrospharen (Abel
1993, Glenny 1993) verwendet werden. Ein potentieller Schwachpunkt der
Mikrosphéarentechnik ist, dass die Kigelchen aufgrund der von Erythrozyten
abweichenden Grof3e und ihres spezifischen Gewichtes sowie ihrer Unverformbarkeit
einen methodischen Fehler in der Blutflussbestimmung bewirken (Bassingthwaighte
1987): Mikrospharen kénnten an einer GefalRgabelung den Weg des groldten Flusses
in Uberproportionalem MalRe einnehmen (Yen and Fung 1978). Vergleichsunter-
suchungen mit der molekularen Tracersubstanz lododesmethylimipramin (IDMI)
zeigten allerdings, dass dieser methodische Fehler zu vernachlassigen ist
(Bassingthwaighte 1987, 1990).

Um eine Flussbestimmung mit ausreichender Prazision (ca. 5%) durchfihren zu
konnen, bedarf es der Deposition einer Mindestanzahl von ca. 200 — 400
Mikrosphéaren pro Probenareal (Polissar 2000). Dadurch wird die Minimalgré3e eines
Probenareals, in dem mittels dieser Technik eine Flussbestimmung durchgefihrt

werden kann, begrenzt. Deussen et al. (1998) zeigte, dass Flussuntersuchungen von
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Herzarealen mittels Mikrospharentechnik bis zu einer GroRe von 50 mm?®

vorgenommen werden konnen.

Neuere Methoden versuchen, sowohl nicht-invasiv als auch mit hoherer raumlicher
Auflésung lokale Blutflussbestimmungen durchzufiihren. Dies gelingt bisher noch
nicht in gewidnschtem MalRe. Der Schwachpunkt der Ganzkorpercomputer-
tomographie ist eine zu geringe raumliche Auflésung von ca. 1 — 0,125 cm® (Ritmann
1998). Mori et al. (1995) untersuchte Durchblutungsheterogenitaten in bis zu ca. 2,5
mm® groRen Myokardproben mittels Mikrosphédren, an die zuvor in Linear-
beschleunigern  angeregte  schwere  Elemente  gekoppelt wurden. Eine
hochauflosende digitale radiologische Technik - basierend auf der Verteilung von
125 und 3H-Desmethylimipramin — erméglicht eine raumliche Auflésung von 0,1 x 0,1
bis 1 x 1 mm? Pixel. Dies entspricht einer raumlichen Auflésung auf fast zellulérer
Ebene (Matsumoto 1999, 2001). Eine neue hochauflosende magnetresonanz-
tomographische Technik ermdglicht ohne Kontrastmittel Uber die réaumliche
Darstellung der longitudinalen Relaxationszeit Ti die Bestimmung des myokardialen

Flusses in Arealen einer GréRe von 140 x 140 um? (Bauer 2001).

1.3 Aufbau des koronaren Gefal3systems

Da die am Herzen zu beobachtende Heterogenitat der lokalen Durchblutung
Uberwiegend raumlicher Natur ist, erscheint eine ndhere Betrachtung des koronaren
Gefaldsystems sinnvoll.  Mdoglicherweise  beeinflussen diese  anatomischen

Gegebenheiten die lokale Flussverteilung.

Das Herz wird von einer linken und einer rechten Herzkranzarterie mit Blut versorgt.
Diese Arterien entspringen kurz oberhalb der Aortenklappe der Aorta ascendens. Im
Verlauf durch das epikardiale Fettgewebe spaltet sich die linke Herzkranzarterie in
den Ramus circumflexus und den Ramus interventricularis anterior auf. Von diesen
drei grol3en epikardialen Gefal3en verlaufen GefalRabzweigungen z.T. nahezu
senkrecht durch das Myokard in Richtung Endokard. In der myokardialen Schicht
kommt es zu wiederholten, h&aufig asymmetrischen dichotomen Teilungen der

GefalRe mit der Ausbildung eines Gefalbaumes, der bis zum Endokard reicht. Dabei
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liegen insgesamt 11 Teilungsgenerationen zwischen der Aorta und den Kapillaren.
Die myokardialen Kapillaren bilden ein dreidimensionales Netzwerk von Gefalien,

von denen die Kardiomyozyten umsponnen werden (Kassab 1993, 1994).

Auf der Grundlage des beschriebenen strukturellen Aufbaus des koronaren
GefalRsystems mit wiederholten dichotomen intramuralen Gefal3teilungen wurden
Modellberechnungen durchgefihrt. Unter der Annahme, dass die ex vivo
gemessenen durch Asymmetrie gekennzeichneten Teilungswinkel und Durchmesser
der Gefal3e die Durchblutung bestimmen, konnte eine Ilokale myokardiale
Flussverteilung abgeschatzt werden (Van Bavel 1992, Van Beek 1989, Tanaka
1999). Die Durchblutungsvariabilitat in der Modellberechnung entsprach ungefahr

experimentell bestimmten Werten.

Allerdings besitzen sowohl Niedrig- als auch Hochflussareale eine Dilatationsreserve,
welche durch ein statisches Gefaldsystem nicht zu erklaren ware (Austin 1990).
Ebenso kommt es nach Aufhebung einer koronaren Flusslimitierung zu einer lokalen
Flussumverteilung. Somit scheint zusatzlich die Regulation der Koronardurchblutung
entscheidend zu der beobachteten Flussheterogenitdt beizutragen (Bussemaker

1997). Es bedarf der ndheren Betrachtung der Regulation der Koronardurchblutung.

1.4 Regulation der Koronardurchblutung

Die Regulation der Koronardurchblutung spielt eine zentrale Rolle, da die
Sauerstoffextraktion des Herzens unter Ruhebedingungen schon bei tber 60 % liegt.
Unter Belastungen wie Herzfrequenzanstieg, Nachlaststeigerung oder aber
Kontraktilitaitszunahme kann der erhohte Sauerstoffbedarf nicht durch vermehrte
Sauerstoffextraktion, sondern nur durch eine Steigerung der Koronardurchblutung bis
auf das 5-fache gedeckt werden (Feigl 1983).

Wie die myokardiale Durchblutung genau reguliert und wie sie dem jeweiligen
Sauerstoffbedarf angepasst wird, bzw. welche Bedeutung die einzelnen Parameter
im Gesamtsystem haben, ist derzeitig noch unvollstandig geklart (Schrader 1996,
Toyota 2001).
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Bis vor etwa 15 Jahren nahm man an, dass Adenosin die zentrale Rolle in der
Regulation spielen wuirde. Sobald der lokale arterielle Sauerstoffpartialdruck
abnahme stimuliere Adenosin - nach Freisetzung durch Kardiomyozyten -
glattmuskulare Rezeptoren, deren Aktivierung nachfolgend eine Vasodilatation
bewirke und somit das Sauerstoffangebot normalisiere (Berne 1980). Allerdings
fuhrte in neueren Untersuchungen eine 4-fache Steigerung des Sauerstoffverbrauchs
in  Verbindung mit einer Blockade der Adenosinrezeptoren weder zu einer
Veranderung des koronaren Blutflusses, noch zu einer wesentlichen Steigerung der
koronarvendsen Adenosinkonzentration (Kroll 1985, Duncker 1998, Tune 2000).
Somit scheint Adenosin nicht fir eine Vasodilatation bei erhbhtem Sauerstoffbedarf
unter Belastung verantwortlich zu sein. Liegen jedoch Koronarstenosen vor, die unter
Belastung eine ausreichende Oj-Zufuhr limitieren, so tragt die myokardiale
Adenosinfreisetzung signifikant zu einer lokalen Vasodilatation bei (Laxson 1993,
Duncker 1993).

Weiterhin tragt das Gefalendothel durch die Produktion verschiedener vasoaktiver
Substanzen beispielsweise Stickstoffmonoxid (NO) zur Regulation der Koronar-
durchblutung bei. NO wird aus L-Arginin durch die NO-Synthase in den
Endothelzellen kontinuierlich gebildet und von diesen ins Blut abgegeben. Unter dem
Einfluss von Bradykinin und Acetylcholin oder aber durch koronare Scherspannung
und GefalRdehnung wird NO vermehrt produziert (Kuo 1990). Obwohl die
gefaldilatatorische Wirkung von NO schon langer bekannt ist (Ignarro 1987), zeigen
neuere Studien, dass eine Hemmung der NO-Synthase entweder keinen (Canty
1994) oder aber nur einen geringen Abfall der Koronardurchblutung zur Folge hat
(Matsunaga 1996). Somit muissen weitere Faktoren in der Regulation der
Koronardurchblutung eine Rolle spielen (Tune 2001). Zusammengefasst kann man
allerdings festhalten, dass NO seine Bedeutung in der Regulation groRRerer

epikardialer Gefal3e im Sinne einer Vasodilatation besitzt (Tune 2002).

Vasopressin und Angiotensin 1l kénnen ebenfalls als humorale Faktoren die
Koronardurchblutung beeinflussen. Allerdings sind die physiologischerweise im Blut
vorhandenen Plasmaspiegel zu gering, um einen wesentlichen Einfluss auf die

Koronardurchblutung austiben zu kénnen (Olsson 1992).
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Eine weitere Beachtung finden ATP-sensitive Kalium-Kanéle, welche erstmals 1989
von Standen et al. in der glatten GefalBmuskulatur von Mesenterialarterien entdeckt
wurden. Seitdem wurden viele Studien durchgefiihrt, um ihre Rolle in der Regulation
des koronaren Gefal3tonus zu eruieren. Dabei zeigte sich, dass Hypoxie eine
Aktivierung dieser Kanale mit nachfolgender Vasodilatation bedingt. Wahrscheinlich
wird die Aktivierung der Kanale tber Adenosin vermittelt (Daut 1990, Akatsuka
1994). Zusatzlich scheinen diese Kanale den Tonus der Koronarien unter basalen
Bedingungen mit zu beeinflussen, da eine Blockade zu einer Flussreduktion um 12
bis 25% fuhrt (Richmond 1999, Dankelmann 1994). ATP-sensitive Kalium-Kanéale
sind dagegen nicht an der Regulation einer Vasodilatation wahrend kardialer
Stimulation beteiligt (Richmond 2000, Duncker 1993).

Weiterhin  trdgt das  vegetative  Nervensystem  zur  Regulation  der
Koronardurchblutung bei. Fir Acetylcholin ist Uber die Freisetzung von NO eine
vasodilatorische Wirkung an GefaRen belegt (Furchgott 1980), doch ist die
physiologische Relevanz dieses vagalen Einflusses auf die Koronargeféaf3e nicht klar
(Feigl 1983). Untersuchungen an atherosklerotisch veradnderten Koronarien zeigen
zudem paradoxe Reaktionen in Form einer Vasokonstriktion nach Infusion von
Acetylcholin (Feigl 1998).

Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems fuhrt Gber die Stimulation von a-
und (-Adrenorezeptoren insgesamt zu einer Steigerung der Durchblutung (Feigl
1967). Durch die unterschiedliche Verteilung der Rezeptoren bedingt kommt es zu
einer a-Rezeptor vermittelten Vasokonstriktion grol3erer Gefal3e (> 100 pum) und
gleichzeitig zu einer [Rezeptor vermittelten Vasodilatation kleinerer Gefal3e. Diese
Regulation tragt zu einer ausreichenden subendokardialen Durchblutung auch
wahrend sympathischer Stimulation bei. Unter dem Einfluss des Sympathikus kommt
es zu einer Erhéhung der myokardialen Wandspannung und zu einer Verkirzung der
Diastolendauer. Wahrend der Systole ist die Durchblutung subendokardialer
Bereiche kritisch eingeschréankt. Durch eine a-Rezeptor vermittelte Vasokonstriktion
der Leitungsgefal3e soll nun dieser Einschrankung entgegengewirkt werden (Huang
1988).
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Die Koronardurchblutung wird somit von vielen Faktoren reguliert, deren
Zusammenspiel und einzelne Gewichtung bisher noch nicht hinreichend aufgeklart

sind.

1.5 Der kardiale Stoffwechsel

In  Anbetracht der ausgepragten Heterogenitat der lokalen myokardialen
Durchblutung stellt sich die Frage, ob eine entsprechende Heterogenitat im kardialen
Stoffwechsel vorhanden ist und ob diese die Flussverteilung bedingt oder umgekehrt.
Eine entsprechende Korrelation ist zu erwarten, da schon in frihen Studien am
ganzen Herzen die enge Kopplung zwischen koronarer Durchblutung, myokardialem
Sauerstoffverbrauch und Herzarbeit beschrieben worden ist (Eckenhoff 1947). Ein
weiterer Hinweis ist, dass bei bekannt hoher arterio-vendser Differenz im
Sauerstoffgehalt des Herzens Niedrigflussareale nicht ischdmisch sind und diese
somit eine entsprechend niedrigere Stoffwechselaktivitdt aufweisen mussen. Es

scheint eine genauere Betrachtung des kardialen Stoffwechsels unumganglich.

1.5.1 Energiegewinnung

Adenosintriphosphat (ATP) stellt die Energiequelle fir die myokardiale Kontraktion
und Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase dar. Aufgrund geringer zellularer
Speicher (4 umol/g) und eines hohen Ruheumsatzes (24 pumol/min/g) bedarf es einer
engen Kopplung zwischen Energieerzeugung und —Verbrauch. Zusatzlich kann
Kreatinphosphat initial der schnellen Resynthese von ATP dienen, was allerdings
ebenfalls aufgrund begrenzter Kreatinphosphatspeicher von 6 - 8 umol/g zeitlich

limitiert ist (Heinemann 1990).

Unter aeroben Bedingungen wird aus Glucose in der Glykolyse Pyruvat gebildet, das
in den Mitochondrien durch den Pyruvatdehydrogenasekomplex zu Acetyl-CoA
decarboxyliert wird. Daneben entsteht Acetyl-CoA bei der b-Oxidation der Fettsduren
und beim Abbau vieler Aminosauren und stellt somit die gemeinsame Endstufe des

katabolen Kohlenhydrat-, Fett- und Proteinstoffwechsels dar. Der
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Zitronensaurezyklus dient dem oxidativen Abbau von Acetyl-CoA unter der
Bereitstellung von Reduktionséaquivalenten, die in der Atmungskette reoxidiert

werden.

Die Atmungskette ist aus vier Enzymkomplexen aufgebaut, die sich an der inneren
Mitochondrienmembran und somit in unmittelbarer Nahe zum Zitronensaurezyklus
befinden. Sie katalysiert die schrittweise Reduktion von Sauerstoff zu Wasser. Auf
diese Weise wird ein elektrochemischer Protonengradient Uber der inneren
Mitochondrienmembran aufgebaut, der dann die Energie fir die oxidative
Phosphorylierung, die Bildung von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat,
bereitstellt. Die fur den Ablauf der Atmungskette notwendigen Reduktionséquivalente
entstammen zum groRten Teil in Form von NADH + H' dem Zitronensaurezyklus. Die
Bereitstellung von NADH + H an die Atmungskette ist unter aeroben Bedingungen
an den Bedarf der Zelle (Bedarf an Energie in Form von ATP) angepasst. Somit liegt
beispielsweise bei niedriger ,FlieRgeschwindigkeit® des Zitronensdurezyklus ein
niedriger Energiebedarf der Zelle vor; die Stoffwechselaktivitat dieser Zelle ist gering.
Wird Glucose nun unter aeroben Bedingungen in den beschriebenen
Stoffwechselwegen vollstandig zu CO, und H,O umgesetzt, so entstehen pro Mol
Glucose 30 Mol ATP.

Bei der anaeroben Form der Glykolyse ist die Ausbeute an ATP wesentlich geringer:
Pro Mol Qucose entstehen 2 Mol ATP. Die Bereitstellung von ATP erfolgt dabei in
zunehmendem MalRe durch die Umsetzung von Glucose zu Laktat. Eine Anhaufung
von Laktat kann Uber eine Abnahme des Redox-Potentials zu einer Beeintrachtigung
des Zellstoffwechsels und der Zellstruktur fihren (Opie 1991).

Zusammengefasst kann man somit festhalten, dass eine bedarfsgerechte
Versorgung des Herzens notwendig ist, wobei der Sauerstoffmangel im Gegensatz
zum Substratangebot den limitierenden Faktor fiur die myokardiale ATP-Synthese
darstellt. Myozyten extrahieren einerseits nur einen geringen Anteil der im Blut
gelosten Substrate, andererseits ist die Wahl der Substrate der jeweiligen
Stoffwechselsituation angepasst. Unter Ruhebedingungen werden zu ca. 65% freie

Fettsduren und zu ca. 30% Glukose verstoffwechselt. Unter korperlicher Belastung
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wird mit Uber 60% hauptsachlich Laktat verstoffwechselt, welches als

Energieabbauprodukt in der Skelettmuskulatur gebildet wird (Van der Vusse 1992).

1.5.2 Heterogenitat des kardialen Stoffwechsels

Vor dem Hintergrund eines 3-fachen Flussunterschiedes zwischen Niedrig- und
Hochflussarealen stellt sich die Frage, ob diese Flussheterogenitat auch eine
Stoffwechselheterogenitat widerspiegelt. Mdoglicherweise existieren entsprechende

Unterschiede im lokalen Energieumsatz und letztlich beim Energiebedarf.

Erste Untersuchungen bezogen sich auf die Bestimmung lokaler Metabolitspiegel.
Bei Betrachtung der lokalen Metabolitspiegel zeigte sich im Vergleich zwischen
Niedrig- und Mittelflussarealen kein Unterschied im lokalen Glykogen-, Laktat-,
Adenosin- und ATP-Gehalt (Franzen 1988, Decking 1998 a). Dies lasst vermuten,
dass Niedrigflussareale nicht hypoxisch sind und Sauerstoffangebot und Bedarf im
Gleichgewicht stehen. Waren Niedrigflussareale minderperfundiert, so wirde man
entsprechend erniedrigte Glykogen und ATP-Gehalte, sowie erhohte Laktat- und

Adenosin-Konzentrationen erwarten.

Lokale Unterschiede im Stoffwechsel wurden auch auf der Ebene von
Enzymaktivitaiten erfasst. Die Aktivitat bestimmter  Schliisselenzyme des
Energiestoffwechsels wurde in mehreren Studien mit dem lokalen Blutfluss korreliert.
Dabei zeigten sich widersprichliche Ergebnisse. In Hochflussarealen fand sich eine
geringe Zunahme der lokalen Kreatinkinase und Laktatdehydrogenase (Franzen
1988). Ebenso korrelierten mitochondriale Enzyme wie die Succinatdehydrogenase
mit dem lokalen Blutfluss (Bussemaker 1997). Andererseits wurde keine Korrelation
der Aktivitdt der Phosphoglycerat-Kinase und der mitochondrial lokalisierten
Cytochrom-c-Oxidase und Citrat-Synthase mit dem lokalen Blutfluss beobachtet
(Sonntag 1996). Somit kann auf der Basis der lokalen Enzymaktivitaten keine

eindeutige Aussage hinsichtlich des lokalen Energieumsatzes gemacht werden.

Diese Untersuchungen gaben keinen Aufschluss dartber, ob sich Hoch- und

Niedrigflussareale hinsichtlich ihres Sauerstoffverbrauchs und Energieumsatzes
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tatséchlich unterscheiden. Insbesondere konnte nicht ausgeschlossen werden, dass
Hochflussareale zwar einen erhohten Fluss aber nur einen normalen Stoffwechsel

aufweisen.

Erste Hinweise auf erhdhte Stoffwechselaktivitéaten in Hochflussarealen ergaben sich
aus der Untersuchung der lokalen Substrataufnahme. Eine Korrelation zwischen
lokalem Blutfluss und der Aufnahme radioaktiv markierter Fettsauren konnte 1993
von Groeneveld et al. und 1994 von Caldwell et al. gezeigt werden. Ebenso wurde
eine dem myokardialen Blutfluss entsprechende Heterogenitat der Ilokalen
Glukoseaufnahme nachgewiesen (Sonntag 1996). Anhand von Modellberechnungen,
die das Substrat-Angebot, die Membran-Permeabilitat und die intrazellulare
Verstoffwechselung bertcksichtigten, konnte fur Glukose verdeutlicht werden, dass
in Hochflussarealen die gesteigerte intrazellulare Hexokinase-Aktivitat und nicht eine
erhbhte Membran-Permeabilitat die erhohte Glukoseaufnahme bedingen (Deussen
1997).

Um den lokalen Sauerstoffverbrauch und Energieumsatz zu bestimmen, sind
indirekte Verfahren erforderlich. Die anfanglichen Studien auf diesem Gebiet
beschaftigten sich damit, die lokale Oxygenierung zu messen, um dariber den
Energieumsatz abschéatzen zu koénnen. Die lokale Oxygenierung wurde entweder
durch Messen des myokardialen Sauerstoffpartialdrucks oder der Sauerstoffsattigung
in kleinsten Gefallen bestimmt. In Studien, die den Sauerstoffpartialdruck mittels
intramyokardialer Elektroden bestimmten (Losse 1974), zeigten sich einerseits stark
streuende Werte, andererseits in Uber 60% der Messungen Sauerstoffpartialdriicke
unter 18,8 mmHg. Die niedrigsten Sauerstoffpartialdriicke betrugen dabei nur O bis 5
mmHg. Diese Werte deuten an, dass lokaler Sauerstoffverbrauch und Blutfluss des
Herzens nicht aufeinander abgestimmt sind. Zuséatzlich schien in manchen Bereichen
das Sauerstoffangebot deutlich unter dem Bedarf zu liegen. Mdglicherweise haben
jedoch de Elektroden selbst den lokalen Blutfluss verandert, so dass mittels dieser
Methode aufgrund nicht valider Messungen keine aussagekraftige Beurteilung des

lokalen Sauerstoffverbrauchs erfolgen kann.

1978 erfolgte von Weiss et al. die spektrophotometrische Messung der

Sauerstoffsattigung in kleinen Arterien und Venen in unterschiedlichen Bezirken des
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Herzens. Die jeweiligen Werte wurden mit dem lokalen Blutfluss korreliert, der mittels
8Sr-Mikrospharen bestimmt wurde. Dariiber konnte dann der Sauerstoffverbrauch
berechnet werden. Es zeigte sich ein signifikant hoherer Sauerstoffverbrauch des
linken im Vergleich zum rechten Ventrikel bedingt durch eine entsprechend erhohte

Durchblutung.

Aktuell werden zwei Ansatze zur Bestimmung des lokalen Sauerstoffverbrauchs und
Energieumsatzes verfolgt. Zum einen kann unter Gabe von markiertem Sauerstoff
der Gewebegehalt des gebildeten markierten Wassers bestimmt werden. Dies erfolgt
entweder wahrend Zufuhr von 'O, mittels Positronenemissionstomographie (PET)
oder wéhrend Verabreichung von 20, mittels Massenspektrometrie. In beiden Fallen
sind umfangreiche Annahmen zur Wasserpermeabilitit in  Niedrig- und
Hochflussarealen notwendig, um aus dem gemessenen markiertem Wassergehalt
auf die Oxidationsrate zu schlieBen. Es wurde jedoch eine lineare Korrelation
zwischen lokalem Blutfluss und Sauerstoffverbrauch sowohl ber die *°O-
Sauerstoffaufnahme mittels PET (Li 1997) als auch Uuber die massen-
spektrometrische Bestimmung des H,'®0 im myokardialen Gewebe aufgezeigt
(Schwanke 2000).

Der zweite Ansatz, der auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, beruht auf
der Bestimmung der Umsatzrate des Zitronensdurezyklus. Dieser ist durch
Bereitstellung von Reduktionsaquivalenten mit der oxidativen Phosphorylierung und
damit mit dem Sauerstoffverbrauch gekoppelt. Dazu wurden *C-markierte Substrate
eingesetzt, deren Metabolisierung im Zitronensaurezyklus mittels der NMR-
Spektroskopie verfolgt wurde. Mit Hilfe dieser Methode konnte bei hoher raumlicher
Auflésung gezeigt werden, dass eine nahezu proportionale Zunahme des lokalen
Sauerstoffverbrauchs mit dem lokalen Fluss besteht (Decking 1998 b, 2001; van
Beek 1998, 1999).

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass die mit Hilfe verschiedener

Methoden ermittelte regionale Stoffwechselaktivitat und der lokale Blutfluss des

Myokards aufeinander abgestimmt zu sein scheinen.
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1.6 Fragestellung

Vor diesem Hintergrund bleibt noch ungeklart, wodurch die dem lokalen Blutfluss
proportionale ausgepréagt heterogene regionale Stoffwechselaktivitat bei strukturell

homogenem Myokard bedingt ist.

Ware die unterschiedliche regionale Stoffwechselaktivitat als Adaptation an das
jeweilige Angebot und somit den Blutfluss zu verstehen, so missten v.a.
Niedrigflussareale  bei  verbesserter Durchblutung eine  Steigerung ihrer
Stoffwechselaktivitat mit entsprechender Zunahme der kontraktilen Funktion
aufweisen. Auch insgesamt wirde es dann bei einer Steigerung der mittleren
koronaren Durchblutung zu einer Erhéhung der mittleren Stoffwechselaktivitat um
denselben Faktor kommen. Bei einer verminderten koronaren Durchblutung kame es
zu einer entsprechenden Reduktion der Stoffwechselaktivitit mit Abnahme der

kontraktilen Funktion.

Andererseits ware es auch madglich, dass jede Myozyte einen bestimmten
Sauerstoffbedarf aufweist und sich die lokale Durchblutung diesem Bedarf angepasst
hat. Die unterschiedliche Stoffwechselaktivitdt kdnnte bei struktureller Homogenitét
der Myozyten durch eine unterschiedliche Genexpression bedingt sein. Eine
pharmakologische Blutflusserhéhung wirde dann weder eine lokale noch eine
globale Steigerung der Stoffwechselaktivitdt bedingen. Ebenso wéaren vermutlich bei
einer Flussreduktion Hochflussareale in besonderem Mal3e ischamiegefahrdet, da
sie die hochsten Stoffwechselaktivitaten aufweisen.

Diese Arbeit geht dieser Frage nach: Dazu wurde die lokale Durchblutung zunachst
unter basalen Bedingungen erfasst, bevor durch Adenosin die regionale
Durchblutung gesteigert wurde. Bei maximaler Vasodilatation wurde dann der lokale
Sauerstoffverbrauch Uber die Umsatzrate des Zitronensaurezyklus bestimmt. Indem
der lokale Sauerstoffverbrauch auf den basalen und den Fluss unter maximaler
Vasodilatation bezogen wurde, konnte die Frage beantwortet werden, ob
Flusserh6hung zu einem Anstieg der lokalen Umsatzrate filhrt, oder ob der basale
Fluss die basale Umsatzrate widerspiegelt, also ob der lokale Bedarf den lokalen

Umsatz und Fluss bedingt.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsprotokoll

In den Experimenten wurden 5 Beagle (Eigenzucht der Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitdt  Dusseldorf) beiderlei Geschlechts verwendet. lhr
Kdrpergewicht lag zwischen 13 und 19 kg; das Alter zwischen 10 ¥2 Monaten und 7

Y5 Jahren.

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit Midazolam (2 mg/kg KG i.v.), Piritramid (3 mg/kg
KG i.v.) und Vecuronium (0,2 mg/kg KG i.v.). Danach wurden die Tiere intubiert und
mit sauerstoffangereicherter Luft kontrolliert beatmet. Zur Aufrechterhaltung der
Narkose wurden Midazolam (0,6 mg/kg KG/h i.v.) und Piritramid (0,6 mg/kg KG/h i.v.)
als Dauerinfusion zugefuhrt. Vecuronium wurde in einer Dosierung von 0,12 mg/kg

KG alle 60 Minuten appliziert.

Die rechte Femoralarterie und -vene wurden freiprapariert und mit jeweils einem
dreilumigen Katheder kaniliert. Uber den arteriellen Zugang wurde Blut zur
Bestimmung der Blutgase, des pH-Wertes, des H&amatokritwertes und des
Laktatgehalts abgenommen. Anhand der Blutgasergebnisse (Acid-Base Laboratory
30, Radiometer, Kopenhagen, Danemark) konnten die Beatmungsparameter bzw.
der Flussigkeitshaushalt korrigiert werden. Der arterielle Blutdruck wurde
kontinuierlich aufgezeichnet; die Herzfrequenz wurde Uber einen Frequenzzahler aus
dem Primarsignal berechnet (Gould Statham Instruments, Oxnard, Kalifornien, USA).
Uber den venosen Schenkel wurde Tyrodeldsung (in Gewichtprozent: 0,8% NaCl,
0,02% KCI, 0,01% NaHCO3, 0,01% MgCk *6H,0, 0.02% CaCl, *2H,0) zugefiihrt,

die der Volumen- und Elektrolytsubstitution diente.

Die Korpertemperatur wurde mittels einer rektalen Temperatursonde (Thermistor:
Modell BAT 8, Bailey Instruments, Saddle Brook, N.J./USA) gemessen und durch

eine Warmematte und Infrarotlampe zwischen 36 und 38°C gehalten.

Nach linksseitiger antero-lateraler Thorakotomie wurde das Perikard eroffnet und die
linke Herzkranzarterie freiprapariert. Um wahrend der Versuche den koronaren
BlutfluR@ messen zu koénnen, wurde entweder am Ramus circumflexus oder am
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Ramus interventricularis anterior der linken Herzkranzarterie ein FluBmesskopf
(Transonic Flowmeter, Ithaka, New York, USA) angebracht. Uber die rechte Vena
jugularis interna wurde ein Katheter bis in den Sinus coronarius vorgeschoben, um
koronarventse Blutgasanalysen vorzunehmen. Subtraktion des koronarvendsen
Sauerstoff- und Laktatgehalts von dem der arteriellen Blutproben ergab die
arteriokoronarvendse Sauerstoff- und Laktatdifferenz. Der linksventrikulare Druck
wurde kontinuierlich mittels eines Millar-Tip-Katheters aufgezeichnet, der Uber das
linke Herzohr vorgeschoben wurde; durch elektronische Differenzierung des Signals
konnte als Parameter fur Inotropie die Druckdnderungsgeschwindigkeit (dP/dt) des
linken Ventrikels aufgezeichnet werden. Im zukinftigen Bypass-Versorgungsgebiet
des linken Ventrikels wurden zwei Ultraschallkristalle aufgenédht, wodurch die

Myokardkontraktion in Form von Wanddickenanderungen erfal3t wurde.

Nach Gabe von Heparin (5000 [LE.) und intravendser Applikation von
Acetylsalicylsdure (500 mg) zur Thrombozytenaggregationshemmung wurde ein
Bypass zwischen der linken Arteria femoralis und der linken Koronararterie angelegt.
Ziel war, ein umschriebenes Areal des linken Ventrikels selektiv und kontrolliert zu
perfundieren (= Bypassareal). Dafir wurde die linke Arteria femoralis mittels eines
groBlumigen Katheters kandliert. Das Blut floss Uber ein nachfolgendes
Schlauchsystem in en glasernes auf 37°C temperiertes Reservoir. Der Ausfluss des
Reservoirs war Uber ein weiteres Schlauchsystem mit einer ca. 15 cm langen
Stahlkanule verbunden. Diese wurde via Art. carotis communis dextra bei
schlagendem Herzen in den Hauptstamm der linken Koronararterie vorgeschoben
und durch Ligatur fixiert. Die Blutversorgung des Herzens distal des Hauptstammes
der linken Koronararterie erfolgte dann ausschlief3lich Gber Blut kommend aus dem
Reservoir. Das Reservoir wurde zwischengeschaltet, um wahrend des Versuches flr
eine bestimmte Zeit eine vom grof3en Kreislauf unabhéngige Koronarperfusion zu
ermdglichen. Mittels einer Rollerpumpe konnte die Flllung des Reservoirs kontrolliert
werden. Der koronare Perfusionsdruck im Bereich des Bypassareals wurde tber eine
Wassersaule reguliert. In einigen Versuchen wurde nicht der Hauptstamm der linken
Koronarie via Carotis kandliert, sondern direkt der Ramus circumflexus bzw. der
Ramus interventrikularis anterior. Diese Kandulierungen erfolgten ebenfalls am

schlagenden Herzen. Die Ischamiezeiten zwischen Ligatur und Start der
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Bypassperfusion lagen im Sekundenbereich, so da3 nach ca. 20 Minuten unter

stabilen Kreislaufverhaltnissen mit dem Versuchsablauf fortgefahren werden konnte.

Mittels der Gabe verschiedener radioaktiver Mikrospharen (**Scandium (*°Sc),
&strontium (®°Sr), 3zinn (***Sn) und **Gadolinium (**3Gd)) konnte zu mehreren
Zeitpunkten die lokale myokardiale Durchblutung gemessen werden. Die
Mikrosphéaren waren jeweils in 10% (v/v) Dextran und 0,1% (v/v) Tween geldst. Sie
wurden fur 10 - 20 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt, um mdgliche Aggregationen
aufzulésen, und kurz vor Injektion auf einem Vortex geschiittelt, um eine homogene
Suspension zu erreichen. Unmittelbar vor Injektion wurden sie mit 1,5 ml Blut
vermischt. Die Injektion erfolgte Uber 1 Minute als Bolus; anschlieRend wurde mit
Kochsalzlosung nachgesplilt. Bei direkter Injektion in den Bypass diente zudem eine
der Koronararterie vorgeschaltete Durchmischungskammer der gleichméafligen

Verteilung.

Die erste Mikrosphare (*®Sc) wurde mittels eines Katheters, der tber das linke
Herzohr in den linken Vorhof geschoben wurde, systemisch verabreicht. Dies erfolgte
unmittelbar nach der Perikardiotomie. Die Deposition der “®Sc-Mikrosphéaren re-
prasentierte somit den Blutfluss unter basalen Bedingungen. Zeitgleich wurde Uber
eine Perfusorspritzenpumpe (B. Braun Melsungen AG) mit einer Geschwindigkeit von
10 ml/min Blut aus der Arteria femoralis aspiriert. Mittels der in der Blutprobe
gemessenen Radioaktivitdt, auch als Referenzorgan bezeichnet, konnte spater die

lokale myokardiale Durchblutung berechnet werden (siehe unten).

Die zweite Mikrosphare (®°Sr) wurde ebenfalls systemisch tber den linken Vorhof
appliziert; allerdings nach Kanulierung der linken Koronararterie. Das Reservoir
wurde ausreichend mit Blut gefullt und der Femoraliskatheter fur die Dauer der
Applikation der Mikrospharen abgeklemmt. Dies ermdoglichte flr einen Zeitraum von
ca. 3 Minuten eine vom grol3en Kreislauf unabhangige Koronarperfusion aus dem
Reservoir. Wahrenddessen wurden die ®°Sr-Mikrospharen in den linken Vorhof
injiziert. Auf diese Weise erfolgte eine %°Sr-Markierung aller Areale, die nicht

ausschlief3lich vom Bypass versorgt wurden.
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Uber ca. 40 Minuten wurde nun mittels eines Perfusors kontinuierlich eine
Pyruvatlésung (200 mM in NaCl) in einer Endkonzentration von 2 mM dem koronaren
Blutflu@ Uber den Bypass zugesetzt. Unter Pyruvatgabe wurde die nachste

Mikrosphare, *Gadolinium, direkt in den Bypass injiziert.

Ebenfalls unter kontinuierlicher Pyruvatinfusion wurde eine 3 — 4-fache pharma-
kologische Steigerung des koronaren Blutflusses induziert. Adenosin wurde in einer
Konzentration von ca. 10 pM dem Bypass zugesetzt. Um einen konstanten
koronaren arteriellen Druck auch bei Flusssteigerung trotz Druckabfall tber die
intrakoronar liegende Kanlle zu gewahrleisten, wurde der Perfusionsdruck

entsprechend erhoht.

Unter stabilen  Kreislaufverhaltnissen und  einer  konstanten  koronaren
Blutflusserhdhung auf das 3 — 4-fache wurde die bisherige Pyruvatinfusion durch
eine Infusion von [3-13C]-Pyruvat der gleichen Konzentration abgeldst, eines Pyruvat-
Isotops, bei dem im Pyruvat der Kohlenstoff an der 3. Position *C-markiert war.
Dieses wurde exakt dUber 12 Minuten dem koronaren Blutfluss zugesetzt. Unter
laufender *C-Pyruvatinfusion erfolgte kurz vor Exzision die Gabe von *Zinn in den

Bypass.

Nach Ablauf der 12 Minuten der *C-Pyruvatinfusion wurde das vermutlich vom
koronaren Bypass versorgte Gebiet des schlagenden Herzens als Block
herausgeschnitten. Das Gewebe wurde kurz in eisgekihlte Tyrodel6sung getaucht,
um es von Blut zu befreien, und anschliel}end zwischen zwei Kupferblécken in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung des Gewebes bis zur weiteren

Aufbereitung erfolgte bei—70°C.

2.2 Lokale Durchblutungsmessung

2.2.1 Schnitttechnik

Der gefrorene Gewebeblock wurde 48 Stunden in einer Lyophylle gefriergetrocknet
(LYOVAC GT 2, Finnaqua, Kdln) und anschliel3end luftdicht bei -70°C aufbewahrt.
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Nach Bestimmung des Gesamttrockengewichtes (elektronische Analysen- und
Mikrowaage, Mettler AE 240) wurde der Gewebeblock in 6 x 6 x 6 mm?3 grof3e Stlicke
mit einem jeweiligen mittleren Trockengewicht von 50 mg zerschnitten. Die
Schnittfihrung erfolgte in 8 Spalten von medial nach lateral, in 8 Zeilen von basal
nach apikal und in 4 Schichten von subepikardial nach subendokardial (siehe
Abbildung 2.1). Dies ergab ca. 256 Einzelproben. Diese wurden bis zur
Weiterverarbeitung luftdicht bei -20°C gelagert.

subendokardial

D Y Y D W W N

apikal

>

medial lateral

Abb. 2.1: Schematische Schnittfihrung des Myokardblocks

2.2.2 Mikrospharentechnik

Mittels der Gabe verschiedener radioaktiver Mikrosphéren konnte zu mehreren
Zeitpunkten die lokale myokardiale Durchblutung gemessen werden. Bei den
Mikrospharen handelt es sich um radioaktiv markierte Partikel mit einem
Durchmesser von ca. 15 um, die sich vergleichbar mit Erythrozyten im Gefal3bett

verteilen und somit den lokalen korpuskuléren Blutfluss repréasentieren (Deussen
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1998). Aufgrund ihrer Grol3e setzen sie sich bei ihrer ersten Passage im Kapillarbett
fest und verbleiben dort. Sie verschlie3en keine ausreichende Zahl an Kapillaren, um

Auswirkungen auf die lokale oder globale Hamodynamik zu haben.

Verwendet wurden Mikrospharen, deren Energiespektren gut voneinander
abgrenzbar waren: (*®Scandium (*°Sc), ®Strontium (8Sr), **zinn (***Sn) und

13Gadolinium (**3Gd)).

2.2.3 Messung der Probenradioaktivitat

In einem Gamma-Counter (Wizard 1480, Wallac, Turku, Finnland) wurde die
Radioaktivitdt der einzelnen Proben, der Referenzblutproben, der Standards sowie
des Leerwertes gemessen (counts per minute (cpm)). Die Mel3zeit betrug 5 min pro
Probe. Die Energiebereiche, in denen die Aktivitat fur die verschiedenen
Radionuklide gemessen wurde, waren 84 — 104 keV fiirr **Gadolinium, 430 — 470
keV fur 3Zinn, 490 — 530 keV fiir ®Strontium und 850 — 1000 keV fir **Scandium
(siehe Tabelle 2.1).

Mikrosphéare Aktivitat Injektionsort Zweck
Aufnahmefenster
**Scandium 26 dpm/MS Linkes Atrium lokaler Blutfluss nach
850-1000 keV Perikardiotomie
(gesamtes Myokard)
®Strontium 28 dpm/MS Linkes Atrium Markierung aller nicht
490-530 keV (wahrenddessen ausschlief3lich durch
Perfusion des den Bypass
Bypassareals aus versorgten Areale
Reservoir)
*Gadolinium 39 dpm/MS Koronarer Bypass Basaler lokaler
84-104 keV Blutfluss nach Start
der Bypass-
Versorgung
5Zinn 32 dpm/MS Koronarer Bypass lokaler Blutfluss
430-470 keV wahrend koronarer
Blutflusssteigerung
auf das 3-4fache und
¥C-Pyruvatinfusion

Tab. 2.1: Physikalische Eigenschaften, Aufnahmefenster, Injektionsort und Funktion
der einzelnen Mikrosphéaren.
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Die Auswahl bertcksichtigte einerseits, dass die jeweiligen Grenzen den Bereich, in
dem die Radionuklide ihre maximale Aktivitit besafllen, einschlossen und
andererseits keine Uberschneidungen der gewahlten Energiebereiche auftraten. Da
beim radioaktiven Zerfall Energie freigesetzt wird und Radionuklide zu
niederenergetischen Radionukliden zerfallen, wird ein Teil der Strahlung in einem
Energiebereich unterhalb des charakteristischen Bereichs fur das jeweilige
Radionuklid gemessen. Dieser Vorgang wird auch als ,spillover” bezeichnet und wirkt
sich  immer von hoherenergetischen Radionukliden auf die Messung
niederenergetischer Radionuklide aus. Um durch diesen Vorgang keine
Fehlmessungen zu erhalten, wurden die einzelnen Probenmessungen entsprechend
fur den ,spillover* und den Hintergrund Kkorrigiert (corrected counts per minute
(ccpm), MultiCalc software 1.84, Wallac).

2.2.4 Berechnung der lokalen myokardialen Durchblutung

Die lokale myokardiale Durchblutung konnte zu mehreren Zeitpunkten gemessen
werden, da die einzelnen Mikrospharen ein unterschiedliches Aktivitatsfenster
aufwiesen. Die Deposition, und damit die gemessene Radioaktivitdt der
Mikrospharen in den Einzelproben, zeigte eine direkte Proportionalitét zum lokalen

Blutfluss.

8Strontium-Mikrospharen wurden in den linken Vorhof gegeben, wéahrend das
Bypass-Areal aus dem Reservoir versorgt wurde. Sie dienten dazu, das Bypassareal
negativ zu markieren. Myokardproben, in denen Radioaktivitat von 2°Strontium
nachweisbar war, wurden nicht ausschlie3lich tUber den Bypass versorgt. Diese
Proben wurden nicht weiter bertcksichtigt. Die restlichen Proben (40 — 100%)

wurden als Bypassareale bezeichnet und néher betrachtet.

Da die Mikrospharen-Deposition in einer Probe oder einem Organ proportional zum
Blutfluss ist, wurde die Radioaktivitit der einzelnen Probe auf die eines
Referenzorgans bezogen, dessen ,Durchblutung® 10 ml/min betrug. Indem zudem
die Masse der einzelnen Probe bericksichtigt wurde, gelang es, die Durchblutung in

ml/min/g anzugeben.
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46Sc-ccpm (Probe) X Masse (Probe)  x 10 ml/min

46Sc-Blutfluss(probe) =
46Sc-ccpm (Referenz)

“°Sc-Blutfluss(Probe): lokale myokardiale Durchblutung wéhrend der **Scandium-Gabe
(ml/min/mg)

“°Sc-ccpm(Probe):  “°Sc-Radioaktivitét der Einzelprobe (ccpm)

**Sc-cepm(Referenz). “°Sc-Radioaktivitét der Referenzblutprobe (ccpm)

Masse(Probe): Masse der Einzelprobe (mg)

Wahrend der **Gadolinium- und !Zinn- Gabe in den Bypass erfolgte keine
Entnahme einer arteriellen Referenz. Unter Kenntnis des jeweiligen koronaren
Blutflusses (Ultraschall-Flussprobe) zum Zeitpunkt der Mikrosphéarenapplikation
konnte die lokale myokardiale Durchblutung bestimmt werden (hier Beispiel fir

153Gadolinium; fiir 1*3Zinn entsprechend):

153Gd-ccpm(Probe) X Masse(Probe) ™

158Gd-Blutfluss(Probe)=

193Gd-cepmittel) 46Sc-Koronarfluss
X

4 Sc-Blutfluss(Mittel) 153Gd-Koronarfluss

3G d-Blutfluss(Probe):lokale myokardiale Durchblutung wahrend der ***Gadolinium—Gabe
(ml/min/mg)

13Gd-ccpm(Probe):  Radioaktivitit der Einzelprobe (ccpm)

3Gd-ccpm(Mittel):  Mittelwert der Radioaktivitaten der Bypassproben (ccpm)

“°Sc-Blutfluss(Mittel): Mittelwert des lokalen Blutflusses der Bypassproben wahrend der
**Scandium-Gabe (ml/min)

**Sc-Koronarfluss:  koronarer Fluss wahrend der *°Scandium-Gabe (ml/min)

3Gd-Koronarfluss:  koronarer Fluss wihrend der ***Gadolinium-Gabe (ml/min)

Masse(Probe): Masse der Einzelprobe (mg)

153Gadolinium wurde kurz vor der pharmakologischen Flusssteigerung verabreicht.
Die Deposition dieser Mikrospharen reprasentierte somit den lokalen myokardialen
Blutfluss unter basalen Bedingungen. Die einzelnen Proben wurden in drei Gruppen
eingeteilt: In Niedrig-, Mittel- und Hochflussareale. Die Mehrzahl der Proben stelten

Mittelflussareale dar, deren Blutfluss zwischen 60 und 140% der mittleren lokalen
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myokardialen Durchblutung betrug. Lag die Durchblutung der Proben unter- oder
oberhalb dieser Grenzen, so definierten wir sie als Niedrig- bzw. Hochflussareale.
13Zinn wurde wahrend pharmakologischer Steigerung des koronaren Flusses auf
das 3 — 4-fache und unter gleichzeitiger *C-Pyruvatinfusion appliziert. Auch hier

erfolgte entsprechend die Einteilung in Niedrig-, Mittel- und Hochflussareale.

Zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben ausgewahlt, die basal einen mittleren
Fluss — und somit mdglicherweise einen mittleren Energieumsatz — aufwiesen, aber
unter Flusssteigerung einen relativ niedrigen bzw. hohen Fluss verzeichneten
(Mittelfluss unter **Gadolinium und Hoch- oder Niedrigfluss unter *3zinn). Ebenfalls
wurden die Proben untersucht, die nach Flusssteigerung einen Mittelfluss, allerdings
zuvor basal einen relativ niedrigen bzw. hohen Fluss aufwiesen (Mittelfluss unter
137Zinn und Hoch- oder Niedrigfluss unter *3Gadolinium); also Proben, die zuvor

basal mdglicherweise einen relativ niedrigen bzw. hohen Energieumsatz zeigten.

2.3 Messungen der lokalen Stoffwechselaktivitat
2.3.1 Methodischer Ansatz

Durch die Bereitstellung der Reduktionsaquivalente NADH+H" und FADH, ist der
Zitronensaurezyklus eng mit der Atmungskette bzw. der oxidativen Phosphorylierung
und somit mit dem zelluldren Sauerstoffbedarf verbunden. Aufgrund dieses
Zusammenhangs ist eine Abschatzung des Sauerstoffoedarfs anhand der

gemessenen Umsatzgeschwindigkeit innerhalb des Zitronenséurezyklus moglich.

Hierzu wurde wéahrend der Versuche Pyruvat, das an Position 3 mit einem *C-Isotop
markiert war ([3-13C]-Pyruvat), in einer Endkonzentration von 2 mM dem koronaren
Blutfluss Uber den Bypass fiur 12 Minuten zugesetzt. Nach Aufnahme in die
Mitochondrien  der Zellen wurde das markierte Pyruvat durch die
Pyruvatdehydrogenase  zu  [2-1*C]-Acetyl-CoA  dekarboxyliert und in den
Zitronensaurezyklus eingeschleust (siehe Abbildung 2.2). Aus Oxalacetat und [2-
13C]-Acetyl-CoA entstand uber [4-1*C]-Citrat das [4-'*C]-a-Ketoglutarat, welches sich

aufgrund der hohen Aktivitat des Malat-Aspartat-Shuttles in konstantem Austausch
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mit zytosolischem Glutamat und Aspartat befand; Glutamat wurde somit an Position
C4 markiert ([4-C]-Glutamat). Im weiteren Verlauf wurde a-Ketoglutarat uber
Succinat, Fumarat und Malat zu Oxalacetat umgewandelt. Aufgrund der Chiralitat
des Succinats existieren zwei Stereoformen, so dass die Wahrscheinlichkeit der
Markierung an Position [2-'3C] oder [3-'3C] gleich hoch war. Beim zweiten Durchlauf
des Zitronenséurezyklus entstand nach Einschleusen von [3-*C]-Pyruvat mit
gleicher Wahrscheinlichkeit [2-4-'3C]-a-Ketoglutarat und [3-4-'*C]-a-Ketoglutarat und
aufgrund des 0.g. Austausches [2-4-13C]-Glutamat und [3-4-1*C]-Glutamat.

o
j’*'c'r—"cf" Pyruvat
(1)

<":—sm Acetyl-CoA

o“*\

coor
BN
o= —mo Citrat
COO oo I_
Aspartat / Oxalacetat ' coo
coa’ 4
0 - NHy'
Malat a-Ketoglutarat Gilutamat
\ oo 000’

6
8

é,, - i
Fumarat Succlnat

Abb. 2.2: Zitronensaurezyklus (schematische Darstellung)

Bei ausschlielichem Substratangebot in Form von Pyruvat, welches an dritter
Kohlenstoffposition mit einem Isotop markiert ist (hier als schwarzer Kreis dargestellt),
kommt es zu entsprechender Markierung der tbrigen — hier nicht vollstandig dargestellten —
Metabolite. Nach Abspaltung einer CO,-Gruppe vom a-Ketoglutarat ist die
Wahrscheinlichkeit einer Markierung des Succinats an Position 2 oder 3 gleich hoch (graue
Kreise). Trifft bereits markiertes Oxalacetat auf markiertes Citrat, so entsteht a-Ketoglutarat
mit einer Markierung an Position 4 und Position 3 oder 2. Glutamat im Austausch mit a-
Ketoglutarat wird somit bei einmaligem Umlauf des Zitronenséurezyklus nur an Position 4
markiert werden, bei zweimaligem Umlauf an Position 4 und an Position 2 oder 3.
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Das Verhaltnis der Markierung von Glutamat an Position C3 und Position C4 erlaubte
eine Aussage uber die Geschwindigkeit des Ablaufs des Zitronensaurezyklus. Bei
einmaligem Umlauf wurde Glutamat nur an Position C4 markiert, beim néachsten
Umlauf auch an Position C3. War nach begrenzter Dauer der [3-1*C]-Pyruvat-Gabe
der Quotient aus [4-*C] / [3-*3C] Glutamat hoch, so entsprach dies einem langsamen
Ablauf des Zitronensaurezyklus und somit einer niedrige Stoffwechselaktivitat der
Zelle; naherte sich umgekehrt der Quotient aus [4-3C] / [3-1*C] Glutamat einem
Verhaltnis von 1 / 1, so bedeutete dies einen schnellen Ablauf des
Zitronensaurezyklus und somit eine hohe Stoffwechselaktivitat der Zelle. Nach
unendlicher Zeit wirde es zu einer Auffillung des Zitronensaurezyklus mit 3C-
Isotopen kommen. Dann wirde das [4-*C] / [3-1*C] Verhéltnis des Glutamats
unabhéngig von der Geschwindigkeit des Ablaufs des Zitronensaurezyklus immer
nahe 1 / 1 sein. Daher wurde die Zufuhr von [3-2C]-Pyruvat auf 12 Minuten

beschrankt.

2.3.2 Extraktion

Die zuvor ausgewahlten Proben wurden jeweils in 3 ml 0,5 molarer Perchlorsaure mit
einem Stabmixer (Ultra-Turrax, IKA Labortechnik, Stauffen, BRD) homogenisiert. Um
eine Erwarmung zu vermeiden, wurde das Gefal3 von auf3en mit Eiswasser gekihilt.
Der Uberstand wurde bei 4°C und 17.000 Umdrehungen pro Minute tber 30 Minuten
abzentrifugiert (Sorvall® RC-5B, Refrigerated Superspeed Centrifuge, DuPont
Instruments, Bad Homburg). AnschlieBend wurde er durch Titration mittels
Kaliumphosphat neutralisiert. Die dabei ausfallenden Salze wurden durch
Zentrifugieren mit 4000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C entfernt. Der Uberstand
wurde bei -80°C tiefgefroren und anschlie@end Uber 24 Stunden lyophyllisiert
(LYOVAC GT 2, Finnaqua, Koln). Die Lyophyllisate wurden unter Luftabschlul® bei -
80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.
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2.3.3 NMR-Spektroskopie

Die Lyophyllisate wurden in 2,5 ml D,O gel6st. 2,25 ml dieser Lésung wurden nach
Zusatz von 23 pl einer [2-1*C]-Acetatldsung mit einer Endkonzentration von 100 uM
mittels NMR vermessen; der Uberschuss von 0,25 ml wurde bei -80°C tiefgefroren.
Die Acetatlosung diente als Standard zur Kalibrierung der NMR-Spektren. Die
Proben wurden dann in einem Bruker AMX-400-WB NMR-Spektrometer mit einem
Kryomagneten BZH 400/89 und einer magnetischen Feldstarke von 9,4 Tesla
vermessen. Die Messung erfolgte unter einer 2-Stufen Waltz16-Protonenentkopplung
und einer Resonanzfrequenz von 100,6 MHz. Pro Probe wurden 24.000
Akkumulationen mit 8000 Datenpunkten aufgezeichnet. Der Impulswinkel betrug 70°
bei einer Pulsdauer von 18,6 us und einem Pulsintervall von 1,5 s. Die Temperatur
lag bei 295 K.

2.3.4 Spektralanalyse

Das generierte Spektrum mit Darstellung der Amplitude Uber die Zeit (Zeitdomane)
wurde nach Fourier-Transformation in ein Spektrum mit Darstellung der Amplitude in
Abhangigkeit von der Frequenz umgewandelt (siehe Abbildung 2.3). Die
Linienverbreiterung betrug 1 Hz. Danach erfolgte eine Phasen- und
Basislinienkorrektur. Da die jeweilige Resonanzfrequenz von der Magnetfeldstarke
abhangt, werden die Spektren nach allgemeiner Konvention in relativen Einheiten
dargestellt (ppm). Dazu diente der Acetat-Standard als Bezugspunkt. Somit konnten
die einzelnen Peaks zugeordnet und deren Signalintensitdten durch Integration
bestimmt werden (UXNMR, Bruker, Analytische Mel3technik).
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Ala-C3
Lac-C3
Glu-C4
Glu-C3
GIn-C2
In-C4 | GIn-C3
/Ac?tat Lﬁ

76 72 68 64 60 56 52 48 44 40 36 32 28 24 20 16
(ppm)

Abb. 2.3: *C-Spektrum
Aufnahmebedingungen: 2-Stufen Waltz16-Protonenentkopplung; Impulswinkel 70°, 24.000
Akkumulationen mit 8k Datenpunkten, Pulsintervall 1,5 s, Linienverbreiterung 1 Hz.

Da die Messungen unter Protonen-Breitbandentkopplung aufgenommen worden
sind, kam der Kern-Overhauser-Effekt verstarkt zum Tragen, so dass die
gemessenen Signalintensitaten nicht direkt in Molaritdten umzurechnen waren.
Deswegen wurden die Signalintensitaten auf eine unter gleichen Aufnahme-
bedingungen gemessene Standardldsung bezogen. Diese setzte sich aus 100 mM
Glutamat, 100 mM Laktat, 100 mM Aspartat und 100 mM Alanin - geldst in DO -
zusammen. Unter Kenntnis des natiirlichen Vorkommens von 3C-Isotopen von 1,1%

lieRen sich dann aus den Signalintensitaten Molaritdten berechnen.

Aufgrund der Wechselwirkung der jeweiligen Atomkerne mit ihrer chemischen
Umgebung konnte jedem C-Kern innerhalb eines Molekills genau eine
Resonanzfrequenz zugeschrieben werden (chemische Verschiebung). C4-Glutamat
prazedierte beispielsweise bei 34,2 ppm - unter Berlcksichtigung der o. g.
Magnetfeldstarke. Die einzelnen *C-Metaboliten stellten sich jedoch nicht immer als

singulares Signal dar, sondern z. B. auch als Duplett oder Triplett. Die
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Signalaufspaltung ist eine Folge der Spin-Spin-Kopplung. Diese entspricht einer

magnetischen Wechselwirkung zwischen benachbarten *3C-markierten Kernen.

2.4 Biochemische Analysen

In den extrahierten Proben wurde spektrophotometrisch (Perkin-Elmer UV/VIS
Spektrometer, Modell 557) der Gehalt der Metabolite des Zitronenséaurezyklus und
der mit ihm in Interaktion stehenden Stoffwechselwege gemessen. Die Messung
erfolgte in Halbmikro-Kunststoff-Kiivetten mit einer Schichtdicke von einem
Zentimeter (Sarstedt, GmbH&Co, Numbrecht). Aspartat, Laktat, Glutamat, Alanin und
Citrat wurden in Einzelproben quantifiziert, a-Ketoglutarat, Malat und Oxalacetat
aufgrund des geringen zellularen Gehaltes in Sammelproben von Mittelflussarealen.
Die biochemische Analytik der in D,O geldsten Proben erfolgte bis auf Glutamat nach
der NMR-Messung. Bei Glutamat erfolgte sie aus dem nicht in der NMR
vermessenen Probenmaterial.

Die enzymatischen Analysen folgten mit geringen Modifikationen den in Bergmeyer,
Methods of enzymatic analysis, 1984, vorgeschlagenen Prinzipien. Die jeweiligen
Testansatze, Modifikationen der Tests und verwendeten Wellenldngen sind der

Promotionsarbeit von Herrn Dr. Stefan Skwirba zu entnehmen (Skwirba 2002).

Glutamat
Glutamatdehydrogenase
L-Glutamat + NAD + H,O <> a-Ketoglutarat + NADH + H +
NH3
Diaphorase
NADH + H" + INT SN NAD" + Formazan
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Citrat

Citrat
Oxalacetat + NADH + H*
Oxalacetat

Pyruvat + NADH + H*

Alanin

L-Alanin + NAD" + H,O

Laktat

L - Laktat + NAD*

Aspartat

L-Aspartat + a-Ketoglutarat

Oxalacetat + NADH + H*

a-Ketoglutarat

a-Ketoglutarat + NADH

Malat

L - Malat + NAD*

Citratlyase

Malatdehydrogenase

Decarboxylase

%
Laktatdehydrogenase

—

L-Alanin-
Dehydrogenase

—

Laktatdehydrogenase

<>

Aspartatamino-
transferase

—

Malatdehydrogenase

—

Glutamatdehydrogenase

—

Malatdehydrogenase

Oxalacetat + Acetat
Malat + NAD*
Pyruvat + CO;

Laktat + NAD*

Pyruvat + NADH + NH;"

Pyruvat + NADH + H*

Oxalacetat + L-Glutamat

L-Malat + NAD"

Glutamat + NAD*

Pyruvat + NADH + H*
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Oxalacetat

Malatdehydrogenase

Oxalacetat + NADH _— Malat + NAD*

Multiplikation der Metabolitgehalte mit dem Faktor 5 erlaubte, vom Trockengewicht
den Gehalt im Feuchtgewebe zu berechnen. Dem liegt die Annahme eines

Gewebswassergehaltes von 80% zugrunde.

2.4.1 Fraktionelle Anreicherung

Die enzymatischen Messungen wurden zur Bestimmung der fraktionellen
Anreicherung durchgefiihrt. Die fraktionelle Anreicherung entspricht dem Anteil der
jeweiligen mit 3C-markierten Metabolite an der jeweiligen Gesamtmetabolitmenge.
Sie spiegelt somit den Grad der Aufnahme und Verstoffwechselung des
dargebotenen 3C-Pyruvats wider. Unter Beriicksichtigung der fraktionellen
Anreicherung der relevanten Metabolite und des [4-2°C] / [3-1°C] Glutamat
Verhéltnisses wurde mit Hilfe eines mathematischen Modells die Geschwindigkeit

des Ablaufs des Zitronensaurezyklus der Einzelproben bestimmit.

2.5 Statistische Auswertungen

Zur Beurteilung des Zusammenhangs zwischen lokaler Durchblutung und
Stoffwechsel des Herzens wurden als Zusammenhangsmafe der Rang-
Korrelationskoeffizient nach Spearman (rs) und die Produkt-Moment-Korrelation nach

Pearson (r) herangezogen.

Der statistische Nachweis von Unterschieden zwischen den Flussklassen (Niedrig-,
Mitte und Hochflussareale; Basal/Adenosin) konnte aufgrund des zugrunde
liegenden Intervallskalenniveaus mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse

(ANOVA) erbracht werden. Die Auswirkung der insgesamt 3-fach gestuften
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unabhangigen Variable (= Blutfluss) auf die abhéngige Variable (= Metabolitgehalt,
lokale Umsatzrate des Zitronensaurezyklus) liel3 sich in der ANOVA Uberprifen,
indem jede einzelne Abstufung der unabhangigen Variable mit jeder der beiden
anderen verglichen wurde (niedrig vs. hoch, niedrig vs. mittel und mittel vs. hoch).
Zusatzlich erfolgte eine Bonferroni-Korrektur, um das Ansteigen des a-Fehlers zu
reduzieren. Prinzipiell entsprach dies der Durchfihrung eines tTests, der denjenigen
Varianzanteil einer abhangigen Variablen aufdeckt, der sich durch ein 2-fach

gestuftes unabhangiges Merkmal erklaren lasst.
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3. Ergebnisse

3.1 Myokardialer Blutfluss

3.1.1 Flussheterogenitaten

Die freie Wand des linken Ventrikels wurde jeweils in ca. 10 x 10 x 2,5 mm? groRRe
Proben mit einem mittleren Feuchtgewicht von 259 + 69 mg geteilt. In den einzelnen
Proben wurde der lokale basale Blutfluss iiber die Deposition der ***Gadolinium-
Mikrospharen bestimmt, die Uber den Bypass verabreicht wurden. Der basale
Blutfluss stellte die physiologische myokardiale Durchblutung unter
Ruhebedingungen dar. Die Mehrzahl der Areale hatte einen Blutfluss zwischen 60
und 140% des Mittelflusses. Ungefahr 11% der Proben hatten jedoch einen Fluss,
der £ 60% war. Ungefahr 12% der Proben hatten einen Fluss 3 140% (siehe
Abbildung 3.1). Die Flussverteilung dahnelte einer nach rechts geringflgig

verbreiterten Gaul3-Verteilung.

—~ Bis [ Niedrigfluss
N
°c ] ittelfluss
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Abb. 3.1: Flussverteilung im linken Ventrikel des Hundes unter basalen Bedingungen

Uber die Deposition von ***Gadolinium-Mikrospharen wurde im linken Ventrikel des Hundes
(n=5) die lokale Durchblutung in Gewebeproben (n=573) von 259 * 69 mg Feuchtgewicht
gemessen. Gabe der Mikrosphéaren unter Ruhebedingungen tber den Bypass. Darstellung
der relativen Haufigkeit der einzelnen Flussklassen.
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Proben mit einem Blutfluss £ 60% wurden als Niedrigflussareale, Proben mit einem
Blutfluss 3 140% wurden als Hochflussareale und Proben mit einem Blutfluss
zwischen 60 und 140% wurden als Mittelflussareale bezeichnet. Unter basalen
Bedingungen liel3en sich somit deutliche lokale Inhomogenitéten in der Perfusion des
linken Ventrikels des Hundeherzens nachweisen. Wahrend die Mehrzahl der Proben
Mittelflussareale reprasentierten, liel3 sich zwischen Niedrig- und Hochflussarealen
ein Flussunterschied um den Faktor 2,3 bis 20 - im Mittel von ca. 3,6 - nachweisen.
Niedrigflussareale hatten also ein im Mittel 3,6-fach niedrigeres Sauerstoff- und

Substratangebot als Hochflussareale.

Die Proben der einzelnen Flussklassen verteilten sich scheinbar stochastisch tber
den linken Ventrikel. Niedrigflussareale lagen beispielsweise direkt neben
Hochflussarealen. Allerdings lieR sich ein Gradient von subepikardial nach

subendokardial nachweisen.
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3.1.2 Flusserhdhung

Um den Ilokalen Fluss zu steigern, wurde eine Adenosin-Losung mit einer
Endkonzentration von 10 uM in den Bypass appliziert. Dies hatte einen Anstieg des
Flusses auf das im Mittel 2,7-fache zur Folge (siehe Abbildung 3.2). Die
Flusssteigerung variierte bei den Hunden 1 bis 5 zwischen 192 und 373%. Somit
wurde nahezu bei jedem Hund mindestens eine Verdoppelung des koronaren

Bypassflusses erreicht.

400

300 -

200 A

Bypass-Fluss (%)

p< 0,05

Basal Adenosin

Abb. 3.2: Adenosin induzierte koronare Flusssteigerung

Flusssteigerung im koronaren Bypass (mit n=5) durch Zufuhr von 10 uM Adenosin. Messung
des koronaren Blutflusses Uber einen Ultraschallmesskopf. Als Referenz diente der jeweilige
mittlere koronare Blutfluss unter Basalbedingungen (= 100%).

Die 0.g. Steigerung des Flusses im koronaren Bypass ging notwendigerweise einher
mit einem Anstieg der lokalen Durchblutung in den einzelnen 260 mm3® groRen
Gewebeproben der linken Ventrikel der 5 Hunde. In nahezu jeder einzelnen Probe
kam es im Vergleich zum basalen Fluss zu einer Steigerung der Durchblutung. In
Abbildung 3.3 ist dieser durch die 10 pM Adenosin-Infusion bedingte Anstieg flr
jeden Hund bzw. jedes einzelne Areal dargestellt. Alle Flusse sind in % zum mittleren
basalen Fluss angegeben. Punkte oberhalb der Winkelhalbierenden markieren

Areale, deren lokaler Fluss unter Adenosin im Vergleich zum basalen Fluss zunahm.
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Abb. 3.3: Korrelation der basalen Durchblutung mit der unter Adenosin in den
Einzelproben. Darstellung der Blutflisse in den einzelnen Gewebeproben in % des basalen

Mittelflusses.

Basale Durchblutung wurde Uber

die Deposition von

133Gadolinium-

Mikrospharen im linken Ventrikel jedes Hundes (n=5), der Blutfluss unter Adenosin tber die
Deposition von **Zinn-Mikrospharen bestimmt. Die Gewebeproben hatten ein Feuchtgewicht
von 259 + 69 mg. Die Mittlere Durchblutung unter Adenosin wurde mit einer gestrichelten
Linie gekennzeichnet.
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Es ist zu erkennen, dass es unter Adenosin zu einer Flusssteigerung in nahezu jeder
Probe kam. Die Abbildung zeigt vor allem, dass unter Adenosin-Gabe der lokale
Fluss in einem groReren Mal3e variierte als unter basalen Bedingungen, und somit
die Verteilungsbreite des lokalen Flusses in jedem einzelnen Hund zunahm. Die
Verteilungsbreite und der Mittelwert variierten zudem innerhalb der Hunde. Bei Hund
5 beispielsweise variierte der Fluss unter Adenosin in den einzelnen Gewebeproben
zwischen 36 und 753% bezogen auf den basalen Mittelfluss. Unter basalen
Bedingungen variierte der Fluss in den einzelnen Proben aller 5 Hunde nur etwa

zwischen 20 und 200% bezogen auf den basalen Mittelfluss.

In Abbildung 3.4 ist flr jedes Areal aller Hunde der prozentuale Flussanstieg unter

Adenosin in Abhangigkeit vom basalen Fluss dargestellt.

. y = -1,5663x + 448,15
R?=0,1021
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Abb. 3.4: Relative Flusssteigerung in den Einzelproben unter 10 uM Adenosin
Korrelation des prozentualen Flussanstieges der Einzelproben mit dem basalen Fluss. Die
basale Durchblutung wurde tiber die Deposition von ***Gadolinium-Mikrosphéren im linken
Ventrikel jedes Hundes (n=5), der Blutfluss unter Adenosin tiber die Deposition von **Zinn-
Mikrosphéren bestimmt. Die einzelnen Gewebeproben (n=532) hatten ein Feuchtgewicht von
259 + 69 mg. Areale mit einer Flusserniedrigung unter Adenosin wurden nicht bericksichtigt.
Trendlinie mit R°=0,1346.
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Die Abbildung zeigt, dass die lokale Durchblutung nach pharmakologischer
Flusssteigerung mittels 10 pM Adenosin-Losung nicht proportional zum basalen
Fluss ansteigt. Der jeweilige prozentuale Flussanstieg in den einzelnen
Gewebeproben variierte deutlich. Niedrigflussareale hatten im Vergleich zu

Hochflussarealen sowohl einen signifikant hoheren relativen Flussanstieg als auch
die grof3te Streubreite.

Unter der pharmakologisch erhoéhten Durchblutung mittels Adenosin  wurden
ebenfalls Blutflussklassen definiert (siehe Abbildung 3.5). Proben mit einem Blutfluss
£ 60% des Mittelflusses unter Adenosin wurden als Adenosin-Niedrigflussareale,
Proben mit einem Blutfluss 2 140% wurden als Adenosin-Hochflussareale und

Proben mit einem Blutfluss zwischen 60 und 140% wurden als Adenosin-
Mittelflussareale bezeichnet.

— Adenosin-Niedrigfluss
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Abb. 3.5: Flussverteilung im linken Ventrikel des Hundes unter Flusssteigerung durch
Adenosin. Uber die Deposition von '**Zinn-Mikrosphéren wurde im linken Ventrikel des
Hundes (n=5) die lokale Durchblutung in Gewebeproben (n=573) von 259 + 69 mg
Feuchtgewicht gemessen. Gabe der Mikrospharen unter 2-4facher koronarer

Blutflusserh6hung durch 10 pM Adenosin als Dauerinfusion in den koronaren Bypass.
Darstellung der relativen Haufigkeit der einzelnen Flussklassen.
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Die Blutflusserhtéhung flihrte nicht zu einem Erreichen eines uberall gleichen
Maximalflusses. Die Flussverteilung ahnelte zwar wiederum einer Gaul3-Verteilung,
diese war allerdings wesentlich breiter als unter basalen Bedingungen. Wéahrend
unter basalen Bedingungen 11% aller Areale einen niedrigen Fluss aufwiesen (£
60% des Mittelwertes), wiesen unter Adenosin 19% aller Proben einen Fluss £ 60%
des jetzt erhohten Mittelflusses auf, waren also Adenosin-Niedrigflussareale. Ebenso
wurden unter basalen Bedingungen nur 12% der Areale als Hochflussareale definiert

(3 140% des Mittelwertes). Unter Adenosin wiesen 17% aller Proben einen Fluss 3

140% des jetzt erhbhten Mittelflusses auf, waren also Adenosin-Hochflussareale.

3.2 Kontraktile Funktionen

Bei allen Hunden wurde wahrend der Versuche kontinuierlich die linksventrikuléare
Funktion aufgezeichnet. Die kontraktile Funktion wurde erfasst Uber den
linksventrikularen Druck (LVP), die Wanddickenanderung des linken Ventrikels und -
als sensibelstes Mald - die linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt)
(siehe Abbildung 3.6). Die durch Adenosin vermittelte pharmakologische Steigerung
des koronaren Flusses hatte keinen signifikanten Einfluss auf die 0.g. Parameter. Die
Steigerung des Blutflusses fiihrte zu keiner Verbesserung der myokardialen Funktion
bzw. zu keiner Zunahme der Inotropie. Dabei lagen 75% der gemessenen maximalen

linksventrikularen Druckwerte oberhalb von 105 mmHg.

39



3. Ergebnisse

120
110
~—~ /‘/‘/v
2 —
e =
90 -
Basal Adenosin
120
110 A
S
o
T 100 == -
o T—., T ne———
—
90 -
Basal Adenosin
120

—& Hund 1
—v+- Hund 2
—w— Hund 3
w0+ Hund 4
110 1 —e— Hund5

100 A

90 A

Wanddickenzunahme (%)

Basal Adenosin

Abb. 3.6: Auswirkungen der Adenosin-induzierten Flusssteigerung auf die kontraktile
Funktion: maximaler linksventrikular entwickelter Druck (LVP), maximale
linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt) und maximale
Wanddickenadnderung. Darstellung der funktionellen Veradnderungen unter koronarer
Adenosin-Infusion (10 pM) in % der Basalwerte. P war > 0,05 bei n=4 bzw. 5; dies bedeutete
keine signifikante Veranderung.
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Abbildung 3.7 zeigt, dass die Adenosin-induzierte Flusssteigerung auch keinen
signifikanten Einfluss auf die Chronotropie hatte. Die Flusssteigerung fiihrte bei den
5 untersuchten Hunden weder zu einer signifikanten Zunahme noch zu einer

signifikanten Abnahme der Herzfrequenz.
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Abb. 3.7: Auswirkungen der Adenosin-induzierten Flusssteigerung auf die
Herzfrequenz. Darstellung der mittleren Herzfrequenzen vor und unter koronarer Adenosin-
Infusion (10 pM). P war > 0,05 bei n=5; dies bedeutete keinen signifikanten Unterschied.

Zusammenfassend kann man sagen, dass weder die globale noch die lokale
linksventrikuldre Funktion signifikant durch die im koronaren Bypass durch Adenosin

induzierte Flusssteigerung verandert wurde.

3.3 Myokardiale Stoffwechselaktivitat

Die lokale Umsatzrate im Zitronensaurezyklus wurde in ausgewdahlten Arealen
untersucht. Zum Einsatz kamen vorzugsweise die Proben, die entweder unter
basalen Bedingungen oder aber unter Adenosin als Niedrig- oder Hochflussareale

klassifiziert worden waren.
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3.3.1 13C-NMR-Spektrum

Die lokale myokardiale Stoffwechselaktivitat, das heidt die Umsatzrate im
Zitronensaurezyklus, wurde unter Gabe von [3-13C]-Pyruvat iiber den Einbau der 3C-
Markierung in die Metabolite des Zitronensaurezyklus bestimmt. Die Anreicherung
wurde mittels NMR-Spektroskopie gemessen und die Peaks der generierten
Spektren wurden vermessen. Uber das Verhaltnis des [4-*C]-Glutamat zu [3-1*C]-
Glutamat konnte die Stoffwechselaktivitat in den jeweiligen Proben bestimmt werden.
Dies war maglich - da wie oben beschrieben (s. Material und Methoden) - unter Gabe
von [3-1*C]-Pyruvat zunachst [4-}*C]-Glutamat und erst im weiteren Umlauf des
Zitronensaurezyklus [3-13C]-Glutamat entstand. Nach 12 Minuten kann eine relativ
hohe 3C-Markierung des [4-'3C]-Glutamat erwartet werden. Eine geringe Markierung
an [3-3C]-Glutamat und damit ein groRer [4-3C]-Glutamat zu [3-'*C]-Glutamat-
Quotient (C4/C3-Quotient) sprache dann fir einen geringen Energieumsatz, ein
hoher Grad der Markierung an C3 und damit ein C4/C3-Quotient nahe 1 / 1 fur eine
hohe Stoffwechselaktivitat. Die Peaks von [4-*C]-Glutamat waren in allen von uns
generierten Spektren groRer als die von [3-*C]-Glutamat. Dies bestatigte, dass die
Markierung der Metabolite des Zitronensaurezyklus mit 3C-Isotopen in den
untersuchten Proben in der o. g. Reihenfolge erfolgte. Auch fihrte das der
Herzmuskelzelle tiber 12 Minuten als Substrat angebotene [3-*C]-Pyruvat noch nicht
zu einem Steady-State, da die Markierung des [4-*C]-Glutamat bei weitem die
Markierung des [3-}*C]-Glutamat (berstieg. Nach unendlich langer Zufuhr von *3C-
Pyruvat ware in Abwesenheit eines anaplerotischen Einstroms der C4/C3-Quotient

gleich 1 und eine Differenzierung der Stoffwechselaktivitat nicht mehr moglich.

3.3.2 C4/C3-Verhaltnis

Das Verhaltnis aus [4-*C]-Glutamat zu [3-13C]-Glutamat ist somit ein MaR fiir die
lokale Umsatzrate des Zitronensaurezyklus. Diese variierte in den untersuchten
Proben mit einem C4/C3-Verhéltnis zwischen minimal 1,29 und maximal 4,21 um ca.
330%. Es lieR sich somit neben der Flussheterogenitat auch eine deutliche
Heterogenitat in der lokalen Stoffwechselaktivitdit nachweisen. Jeder in der NMR

vermessenen Myokardprobe war nicht nur ein C4/C3-Verhéltnis zuzuordnen,
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sondern ein basaler und ein pharmakologisch durch Adenosin gesteigerter Blutfluss.
Proben der Klassen Niedrig-, Mittel- und Hochfluss unter basalen Bedingungen und
unter Adenosin wurden fir die NMR-spektroskopische Untersuchung ausgewahlt.
Die Frage war, ob eine Korrelation zwischen dem lokalen Blutfluss und der lokalen
Stoffwechselaktivitat bestand. In Abbildung 3.8 ist der Zusammenhang zwischen dem
lokalen erhohten Blutfluss und der zu diesem Zeitpunkt gemessenen
Stoffwechselaktivitat aufgezeichnet. Die in der Abbildung dargestellte Trendlinie
zeigt, dass kein Zusammenhang zwischen dem Fluss unter Adenosin und dem
C4/C3-Verhéltnis bestand. Areale mit einem niedrigen Fluss unter Adenosin besal3en

im Mittel das gleiche C4/C3-Verhaltnis wie Areale mit einem hohen Fluss.

C4/C3
w

1 T T 1
0 100 200 300

Fluss unter Adenosin (in % des Mittelflusses)

Abb. 3.8: C4/C3-Verhéltnis in Korrelation zum lokalen Blutfluss unter Flusserhéhung
Uber die Deposition von ***Zinn-Mikrospharen, die unter Adenosin-Infusion (10 uM) in den
koronaren Bypass injiziert wurden, wurde im linken Ventrikel des Hundes (n=5) die lokale
Durchblutung in Gewebeproben (n=92) von 259 + 69 mg Feuchtgewicht gemessen.

Eine qualitativ andere Beziehung wird deutlich, wenn das unter erhéhtem Fluss
bestimmte C4/C3-Verhéaltnis mit dem basalen Blutfluss korreliert wurde. Dies ist in
Abbildung 3.9 dargestellt. Hier lieR sich eine signifikante Korrelation deutlich
erkennen. Das C4/C3-Verhaltnis war in urspringlichen Niedrigflussarealen hoch.

Dies entsprach einer niedrigeren Stoffwechselaktivitat. In Hochflussarealen zeigte
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sich ein niedriges C4/C3-Verhaltnis, was einer hoheren Stoffwechselaktivitéat
entsprach. Es lieR sich somit eine signifikante Korrelation zwischen der

Stoffwechselaktivitat und dem basalen Blutfluss nachweisen.

lineare Korrelation: r=-0,315; p<0,002

5 - nicht parametrische Korrelation Spearman: r=-0,227; p<0,05
4 -
8 .
3 31 o
O
2 i
1 T T 1
0 100 200 300

Basaler Fluss (in % des Mittelflusses)

Abb. 3.9: C4/C3-Verhéltnis in Korrelation zum lokalen basalen Blutfluss

Uber die Deposition von ***Gadolinium-Mikrosphéaren, die in den koronaren Bypass injiziert
wurden, wurde im linken Ventrikel des Hundes (n=5) die lokale Durchblutung in
Gewebeproben (n=92) von 259 = 69 mg Feuchtgewicht gemessen (lineare Korrelation:
r=0,315; p<0,002; nicht parametrische Korrelation Spearmann: r=0,227; p<0,05).

Eine weitere Frage war, ob die Flusssteigerung zu einer Veranderung des mittleren
C4/C3-Verhéltnisses fihrte. So ware es vorstellbar, dass es zu einer Erniedrigung
des Verhaltnisses kdme im Sinne einer Erhéhung der mittleren Stoffwechselaktivitat.
Wurde C-Pyruvat bei pharmakologisch erhéhtem Fluss gegeben, betrug das
mittlere C4/C3-Verhaltnis 2,09 + 0,47. In C4/C3-Studien unter basalen Bedingungen
war zuvor (Skwirba 2001) ein mittleres Verhaltnis von 1,98 = 0,48 gemessen worden
(siehe Abbildung 3.10). Es lie3 sich somit keine signifikante Differenz im C4/C3-

Verhaltnis durch eine Blutflusserhéhung feststellen.
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C4/C3

Basal Adenosin

Abb. 3.10: Mittleres C4/C3-Verhéltnis in Korrelation basaler versus erhdhter Blutfluss
Darstellung des mittleren C4/C3-Verhaltnisses unter basalen Bedingungen (Skwirba 2001)
und des mittleren C4/C3-Verhéltnisses unter Blutflusserhbhung durch 10 pM Adenosin-
Infusion in den koronaren Bypass.

3.4 Metabolite

In den extrahierten Gewebeproben wurden die Intermediarprodukte des
Zitronensaurezyklus und mit ihm in engem Austausch stehender Stoffwechselwege
enzymatisch bestimmt. Abbildung 3.11a,b gibt den Zusammenhang des Gehalts der

verschiedenen Metabolite in Niedrig-, Mittel- und Hochflussarealen wieder.

Die Abbildung zeigt, dass der myokardiale Glutamat-, Laktat- und Alaningehalt mit
dem lokalen basalen Blutfluss korrelierte. Basale Hochflussareale wiesen einen
signifikant héheren Gehalt dieser Metabolite als basale Niedrigflussareale auf. Nach
Anhebung des lokalen Flusses durch Adenosin liel3 sich diese Korrelation nicht mehr
nachweisen. Unter Adenosin wiesen Niedrig-, Mitte und Hochflussareale einen
ahnlichen Gehalt der jeweiligen Metabolite auf. Einzig der Gehalt an Alanin
korrelierte sowohl mit dem basalen als auch dem Blutfluss unter Adenosin. Der
Citrat- und Aspartatgehalt war unabhéangig von der lokalen Durchblutung in Niedrig-,

Mittel- und Hochflussarealen annéahernd gleich.
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Abb. 3.11a: Glutamat-, Citrat-, Laktatgehalt in Niedrig-, Mittel- und Hochflussarealen
des Hundeherzens. (siehe Legende zu Abbildung 3.11b).
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Abb. 3.11b: Aspartat- und Alaningehalt in Niedrig-, Mittel- und Hochflussarealen des
Hundeherzens. Gegeniberstellung der Flussklassen unter basalen Bedingungen und unter
Blutflusserhdhung durch 10 pM Adenosin-Infusion in den koronaren Bypass. Die
Gewebeproben hatten ein Feuchtgewicht von 259 + 69 mg. In Klammern ist die jeweilige
Anzahl der untersuchten Proben aufgefuhrt. * P < 0.05, ** P < 0.01, ** P < 0.001 (ANOVA).

3.5 Fraktionelle Anreicherung

Mit Hilfe des in der NMR gemessenen Anteils an [4-*C]-Glutamat und des
enzymatisch ermittelten Gesamtgehalts an Glutamat konnte in den Einzelproben die
fraktionelle Anreicherung des Glutamats mit *3C-Isotopen bestimmt werden. Wie die
Abbildung 3.12 zeigt, war die fraktionelle Anreicherung in Niedrig-, Mittel- und
Hochflussarealen sowohl unter basalen Bedingungen als auch unter Adenosin
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gleich. Der **C-Anreicherungsgrad des Glutamats lag im Mittel bei 40,4 + 13%. Es
liel3 sich somit weder unter basalen Bedingungen noch unter Flusserh6hung eine
Korrelation zwischen dem lokalen Fluss und dem C-Anreicherungsgrad des
Glutamats nachweisen. Dies weist darauf hin, dass in Niedrigflussarealen das [3-

13C]-Pyruvat-Angebot nicht limitierend war.
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Abb. 3.12: Fraktionelle Anreicherung im [4-°C]-Glutamat nach 2 mM [3-*C]-
Pyruvatinfusion Uber 12 Minuten. Gegenlberstellung der Flussklassen unter basalen
Bedingungen und unter Blutflusserh6hung durch 10 uM Adenosin-Infusion in den koronaren
Bypass. Die Gewebeproben hatten ein Feuchtgewicht von 259 + 69 mg. In Klammern ist die
jeweilige Anzahl der untersuchten Proben aufgefiihrt.

Dariiber hinaus wurde aus dem Verhaltnis des in der NMR gemessenen [4-13C]-
Glutamat-Dupletts zum [4-3C]-Glutamat-Multiplett und dem jeweiligen C4/C3-
Verhaltnis ein MaR fiir die fraktionelle Anreicherung im Acetyl-CoA mit **C-Isotopen
ermittelt. Dieses war sowohl unter basalen Bedingungen (Niedrigfluss: 101 = 38,
Mittelfluss: 82 * 26, Hochfluss: 84 + 18) als auch unter Adenosin (Adenosin-
Niedrigfluss: 82 = 27, Adenosin-Mittelfluss: 84 + 27, Adenosin-Hochfluss: 89 + 27)
unverandert. Der *C-Anreicherungsgrad des Acetyl-CoA lag im Mittel bei 84 + 27.
Da auch hier kein signifikanter Unterschied im **C-Anreicherungsgrad zwischen
Niedrig- und Hochflussarealen nachzuweisen war, filhrte die geringere lokale

Durchblutung in  Niedrigflussarealen nicht zu einem unzureichenden [3-13C]-
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Pyruvatangebot. Unterschiede im C4/C3-Verhdltnis konnten nicht auf ein

vermindertes Substratangebot zurtickgefuhrt werden.

3.6 Lokale Umsatzrate des Zitronenséurezyklus

Die lokale Umsatzrate des Zitronensaurezyklus konnte mit dem im Abschnitt
.Material und Methoden* beschriebenen Modell und den zuvor dargestellten Daten
abgeschatzt werden (Abbildung 3.13). Weiterhin wurde bertcksichtigt, dass
Unterschiede im C4/C3-Verhéltnis auch - unabhangig von der Umsatzrate des
Zitronenséaurezyklus - durch den Zufluss von nicht 3C-markierten Metaboliten in den
Zitronensaurezyklus bedingt sein kdnnen. Dieser sogenannte anaplerotische Fluss
fuhrt zu einer Abnahme der fraktionellen Anreicherung im Metabolitpool des
Zitronensaurezyklus, und dies ausschlief3lich im Bereich der C2 bzw. C3 markierten
Metabolite. Frihere Untersuchungen zeigten (Skwirba 2001), dass der relative
Beitrag des anaplerotischen Flusses zum Gesamtumsatz des Zitronensaurezyklus in
Niedrig- und Hochflussarealen gleich war, so dass weiterhin das C4/C3-Verhaltnis

zur Bestimmung der lokalen Stoffwechselaktivitat herangezogen werden konnte.

Abbildung 3.13 zeigt, dass eine Korrelation zwischen dem lokalen basalen Blutfluss
und der Umsatzrate des Zitronensaurezyklus bestand. In Niedrigflussarealen lag die
Umsatzrate im Mittel bei 0,75 = 0,20, in Mittelflussarealen bei 1,20 + 0,45 und in
Hochflussarealen bei 1,41 + 0,40. Hochflussareale wiesen eine ca. 1,9-fach hthere
Umsatzrate auf als Niedrigflussareale. Die Flusssteigerung bewirkte dagegen eine
Aufhebung der urspringlichen Korrelation. Unter 10 uM Adenosin-Infusion, die eine
koronare Flusssteigerung auf das 2,7-fache bewirkte, lield sich kein Zusammenhang
zwischen dem lokalen Blutfluss und der Umsatzrate des Zitronensdurezyklus

nachweisen.
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Abb. 3.13: Lokale Umsatzrate des Zitronensaurezyklus in Niedrig-, Mittel- und
Hochflussarealen. Gegentberstellung der Flussklassen unter basalen Bedingungen und
unter Blutflusserhohung durch 10 pM Adenosin-Infusion in den koronaren Bypass. Die
Gewebeproben hatten ein Feuchtgewicht von 259 + 69 mg. In Klammern ist die jeweilige
Anzahl der untersuchten Proben aufgefiihrt. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 (ANOVA).
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4. Diskussion

4.1 Einfihrung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang von koronarem Blutfluss und
kardialem Stoffwechsel am Hundeherzen untersucht. Ziel der Arbeit war, den lokalen
myokardialen Energiebedarf abzuschatzen. Dazu wurde die lokale myokardiale
Durchblutung unter Ruhebedingungen und unter pharmakologischer Blutfluss-
erhbhung gemessen. Der lokale Energieumsatz wurde zum Zeitpunkt der
Blutflusserh6hung erfasst.

Mit diesem Ansatz konnte gezeigt werden, dass Myokardareale, die unter basalen
Bedingungen Niedrigflussareale darstellen, im Vergleich zu entsprechenden
Hochflussarealen auch nach pharmakologischer Flusserhfhung tatsachlich einen
niedrigeren Energieumsatz und somit -bedarf aufweisen. Ebenso sind diese
Niedrigfluss- im Vergleich zu Hochflussarealen neben einer niedrigeren Umsatzrate
des Zitronenséurezyklus durch niedrigere Metabolitgehalte z.B. an Laktat und
Glutamat gekennzeichnet. Eine Steigerung des koronaren Blutflusses hatte keine
nachweisbaren Auswirkungen auf den kardialen Energieumsatz. Die basale
myokardiale Durchblutung ist somit Spiegel des lokalen Energieumsatzes und

Energiebedarfs.

4.2 Myokardialer Blutfluss

Der lokale Blutfluss wurde mit der etablierten Methode der Mikrosphéarentechnik tiber
die Deposition von radioaktiv markierten Mikrospharen gemessen (Heymann 1977).
Die Flussverteilung im linken Ventrikel ahnelte unter basalen Bedingungen einer
Gaul-Verteilung. Unter pharmakologisch erzielter 2,7-facher Flusssteigerung kam es
zu einer neuen Flussverteilung mit linkssteiler flachgipfliger Kurve. Die
Flusssteigerung erfolgte durch eine kontinuierliche Adenosininfusion mit einer

Endkonzentration von 10 uM in den koronaren Bypass.
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In fast allen Versuchen fiihrte Adenosin in jeder einzelnen Probe zu einer
Flusszunahme, deren absolutes Ausmald in Hochflussarealen nur geringgradig
niedriger war als in Niedrigflussarealen. Die relative Flusssteigerung stellte sich in
den einzelnen Flussregionen unterschiedlich dar. Insgesamt zeichneten sich
Niedrigflussareale im Vergleich zu Hochflussarealen durch einen grol3eren relativen
Flussanstieg aus. Neben der bekannten Beobachtung, dass zwischen Niedrig- und
Hochflussarealen keine strukturellen Unterschiede wie z.B. hinsichtlich der
Kapillardichte  bestehen, lasst die ausgepragtere Dilationsreserve  der
Niedrigflussareale darauf schlieRen, dass der basale Flussunterschied nicht auf
anatomische Limitationen des GefalBbaumes im Niedrigflussbereich zuriickzuftihren
ist (Sonntag 1996). Die Ergebnisse sprechen dafir, dass unter basalen Bedingungen
funktionelle Unterschiede den lokalen Fluss bestimmen, die wiederum Ausdruck
eines unterschiedlichen lokalen Energiebedarfs sein durften. Unterstitzt werden
diese Befunde durch eine Studie von Deussen et al, in der gezeigt werden konnte,
dass der Betrag der Flusszunahme in Niedrig- und Hochflussarealen bei
sympathischer Stimulation etwa gleich war, im Gegensatz zu einer ausschlief3lichen
pharmakologischen Steigerung der Koronardurchblutung (Deussen 1996). Unter der
Vorstellung, dass die lokale myokardiale Durchblutung Ausdruck eines lokalen
Energiebedarfs ist, deuten die o.g. Daten darauf hin, dass Niedrigflussareale auch
bei adrenerger Stimulation weiterhin einen geringeren Bedarf als Hochflussareale

aufweisen.

4.2.1 Kardiale Parameter

Unter koronarer Flusssteigerung zeigten sich keine signifikanten Veranderungen
kardialer Parameter wie Chronotropie und Inotropie. Dies spricht gegen eine unter
basalen Bedingungen bestehende Hypoxie oder Sauerstofflimitation in
Niedrigflussarealen, die dort den Energiestatus héatten beintrachtigen konnen. In
friheren Untersuchungen existieren diesbeziglich widersprichliche Befunde. So
bewirkt zwar die Erhéhung des koronaren Blutflusses am isovolumetrisch
kontrahierenden Herzen eine Zunahme der Kontraktilitdt (Gregg 1963), jedoch lief3
sich dies am Herzen in situ nicht mehr beobachten (Miller 1987). In weiteren Studien

wurde auf einem regionalen Niveau bestatigt, dass eine koronare Flusssteigerung
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auf das 3-fache weder zu Veradnderungen der Kkontraktilen Funktion noch zu
signifikanten Anderungen der Wanddicke filhrte (Zhang 1994, Ishibashi 1996). Dies
impliziert, dass die Zunahme des koronaren Blutflusses keine Anderung der
Stoffwechselaktivitdt des Herzens bedingt, die sich in einer Zunahme der kontraktilen

Funktion aufRern wirde.

In Studien Uber die kardialen Wirkungen von Adenosin wurden sowohl negativ
chronotrope und dromotrope Wirkungen als auch negativ inotrope Effekte an den
Vorhofen beschrieben (Mubagwa 1996). Da allerdings in der vorliegenden Arbeit
Adenosin Uber einen LAD-Bypass verabreicht wurde und Adenosin nur eine sehr
kurze Halbwertszeit von ungefahr einer Sekunde aufweist, konnte hier die Adenosin-
vermittelte Vasodilatation keine Auswirkungen auf den atrialen Sauerstoffverbrauch
und die Herzfrequenz ausuben (Moser 1989). Dies ist von zentraler Bedeutung fir
unsere Untersuchungen zum kardialen Stoffwechsel, in denen Adenosin zur
pharmakologischen Flusssteigerung eingesetzt wurde, ohne direkten Einfluss auf die
kardiale Stoffwechselaktivitat zu nehmen.

4.3 Heterogenitat des kardialen Stoffwechsels

Neben einer seit Jahrzehnten bekannten raumlichen Heterogenitat der lokalen
kardialen Durchblutung werden seit einigen Jahren Untersuchungen zu einer
entsprechend  korrelierenden  Heterogenitait des  kardialen  Stoffwechsels
durchgefuhrt. Da bisher keine direkte Methode =zur Erfassung der lokalen
Stoffwechselaktivitat des Herzens existiert, wurde Uber indirekte Methoden wie
Messung von Metabolitgehalten, Substrataufnahmeraten und Enzymaktivitaten
versucht, die lokale Stoffwechselaktivitat abzuschatzen. Ein Schwachpunkt dieser
Methoden ist allerdings meist, dass sie lediglich Teilbereiche der komplexen
Stoffwechselkreislaufe betrachten. Zudem bleibt die Frage, wodurch die lokalen
Unterschiede in Durchblutung und Stoffwechsel des Herzens bedingt werden, immer
noch ungeklart. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dieser Fragestellung und
liefert neue Erkenntnisse, indem sie den lokalen kardialen Stoffwechsel unter

Aufhebung einer moglichen koronaren Flusslimitierung untersucht.
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4.3.1 Metabolitgehalte

In der hier vorliegenden Studie wurden Messungen verschiedener Metabolitgehalte
vorgenommen. So ist bei pharmakologischer Blutflusserh6hung keine Korrelation
zwischen dem Laktatgehalt und dem lokalen Blutfluss mehr nachweisbar. Allerdings
zeigte sich, dass Areale, die unter basalen Bedingungen Niedrigflussareale
darstellen, im Vergleich zu entsprechenden Hochflussarealen einen signifikant
niedrigeren Laktatgehalt aufweisen. Dies impliziert, dass sich bei Betrachtung dieser
Areale kein Hinweis auf eine unzureichende Oxygenierung ergibt. Denn nur wenn
Niedrigflussareale unzureichend perfundiert wirden, ware ein erhéhter Laktatgehalt
in den entsprechenden Arealen zu erwarten. Ein erhohter Laktatgehalt wirde fur ein
unzureichendes Sauerstoffangebot sprechen, da in diesem Fall die ATP-Bildung
Uber die anaerobe Glykolyse (Opie 1973, Wiesner 1989) mit vermehrter Produktion
von Laktat erfolgt. Vergleichbare Ergebnisse unter basalen Bedingungen konnten

ebenfalls in weiteren Studien erhoben werden (Loncar 1998, Decking 2001).

Vor diesem Hintergrund kénnte der erhthte Laktatgehalt in den Arealen, die basal
Hochflussareale waren, Ausdruck eines Sauerstoffmangels sein. Denn es ware
vorstellbar, dass der Energiebedarf der Hochflussareale trotz erhdhten Blutflusses
nicht vollstandig gedeckt werden kann. Dem steht allerdings entgegen, dass die
Messung des Laktatgehalts unter pharmakologischer 2,7-facher Blutflusssteigerung
vorgenommen wurde. Ein unzureichendes Sauerstoffangebot zum Zeitpunkt der
Messung ist damit nahezu ausgeschlossen. Darlber hinaus koénnte der erhéhte

Laktatgehalt der basalen Hochflussareale Ausdruck einer Substratreserve sein.

Fur eine ausgewogene Abstimmung zwischen Sauerstoffangebot und —verbrauch
unter basalen Bedingungen sprechen zudem die Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen, die  Untersuchungen zu den lokalen intramyokardialen
Adenosinkonzentrationen durchfihrten. Adenosin, das Dephosphorylierungsprodukt
von 5-AMP, wird bei Sauerstoffmangel vermehrt intrazellular gebildet (Berne 1963,
Schrader 1977). Die Bestimmung der freien zytosolischen Konzentration von
Adenosin erfolgt mittels der SAdenosylhomocystein-Technik (SAH) (Deussen 1988
a,b). Dabei konnte gezeigt werden, dass einerseits die Verteilung von intrazellularem

Adenosin im Myokard heterogen ist (Sonntag 1996), andererseits Niedrigflussareale
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keine erhohten Adenosinkonzentrationen aufweisen (Deussen 2001). Dies
unterstitzt die Annahme, dass unter basalen Bedingungen die myokardiale

Perfusion fur den jeweiligen Bedarf ausreichend ist.

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich ebenfalls, dass der Glutamatgehalt mit
dem basalen Blutfluss korreliert. So weisen Areale, die unter basalen Bedingungen
Niedrigflussareale darstellen, einen signifikant niedrigeren Glutamatgehalt auf als
entsprechende Hochflussareale. Der geringere Gehalt an Glutamat in Niedrig-
flussarealen lasst sich nicht auf dessen vermehrten Abbau zur anaeroben
Energiegewinnung zurtickfuhren, da Adenosin als sehr sensitiver Indikator eines
beeintrachtigten kardialen Energiestatus weder in Hoch- noch in Niedrigflussarealen
Konzentrationen erreichte, die einen akuten Sauerstoffmangel signalisieren (Sonntag
1996). Denn lediglich bei schwerer Ischamie kann die Herzmuskelzelle aus Glutamat
a-Ketoglutarat gewinnen, das durch Oxidation zu Succinat zur ATP-Bildung unter
anaeroben Bedingungen beitrdgt (Wiesner 1989). Parallel zum verminderten
Glutamatgehalt wirde man bei schwerer Ischamie erhthte Laktatgehalte erwarten,

die, wie bereits zuvor erwahnt, nicht nachweisbar sind.

4.3.2 Substrataufnahmeraten

Eine weit verbreitete Vorstellung ist, dass Substrataufnahmeraten verschiedener
Metabolite den intrazellularen Energieumsatz widerspiegeln. Dabei ist allerdings zu
beriicksichtigen, dass aufgenommene Substrate in endogene Speicher fliel3en
kénnen, ohne den Energieumsatz zu beeinflussen. Dartber hinaus besitzt das
Myokard die Fahigkeit, dem jeweiligen Angebot angepasst unterschiedliche
Substrate zu verstoffwechseln. Deshalb repréasentiert der Nachweis von heterogenen
Aufnahmeraten eines Substrates nicht zwingend einen vorhandenen heterogenen
Stoffwechsel (Keul 1965).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen indirekt, dass sich im Myokard
unterschiedliche Aufnahmeraten fiir 3C-markiertes Pyruvat finden. Denn bei
Umsatzraten im Zitronensaurezyklus, die sich zwischen basalen Niedrig- und

Hochflussarealen um mehr als das 2fache unterschieden (s.u.), war die fraktionelle
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Anreicherung des Glutamats C4, ein MaR fir den relativen Beitrag des 3C-
markierten Pyruvats, in Niedrig- und Hochflussarealen anndhernd gleich. Damit
spiegelt der unterschiedliche Umsatz letztlich auch unterschiedliche Aufnahmeraten
fir 3C-Pyruvat wider.

In friheren Studien wurde Uber Substrataufnahmeraten auf den Energieumsatz
geschlossen. Beispielsweise konnte fur radioaktiv markierte Fettsauren in
Ubereinstimmung mit einer gesteigerten lokalen Stoffwechselaktivitat eine erhohte
Aufnahme in Hochflussarealen nachgewiesen werden (Groeneveld 1993, Sloof
1997). Auch wurde Uber eine Zunahme der Desoxyglukose-Aufnahme mit dem
lokalen Blutfluss am Hundeherzen (Sonntag 1996), nicht aber am Schweineherzen
berichtet (Fallavollita 2000). Anhand mathematischer Modellanalysen konnte fir
Glukose gezeigt werden, dass ein gesteigerter intrazellularer Metabolismus der
Glukose durch die Hexokinase die gesteigerte Aufnahmerate in Hochflussarealen
bedingt (Deussen 1997).

Somit kénnte von diesen unterschiedlichen Substrataufnahmeraten auf die lokale
Stoffwechselaktivitdét geschlossen werden. Der tatsédchliche Nachweis einer
unterschiedlichen Stoffwechselaktivitat wird allerdings (ber die Umsatzrate des

Zitronensaurezyklus und nicht tiber Substrataufnahmeraten erbracht.

4.3.3 Enzymaktivitaten

In mehreren Studien wurde die Messung von Schlisselenzymen des kardialen
Stoffwechsels auf lokaler Ebene in Korrelation mit dem koronaren Blutfluss
durchgefuhrt. Die Vorstellung war, dass eine dem lokalen Blutfluss entsprechende
Verteilung lokaler Enzymaktivitaten einen Hinweis auf eine funktionelle Heterogenitat
im strukturell homogenen Myokard (Gonzales 1990) geben wirde. Diese funktionelle
Heterogenitat bedingte dann den heterogenen lokalen myokardialen Blutfluss. Dabei
wurden  Untersuchungen sowohl zu Enzymen der Glykolyse (Hexokinase,
Laktatdehydrogenase), des  Zitronensaurezyklus  (Citratsynthase,  Succinat-
dehydrogenase), der Atmungskette (Cytochrom-C-Oxidase) als auch der ATP-
Pufferung (Kreatinkinase) durchgefiihrt (Bussemaker 1994, Sonntag 1996).
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In der vorliegenden Studie wurde nicht die Aktivitat eines einzelnen Enzyms
gemessen, das den kardialen Stoffwechsel neben weiteren Enzymen beeinflusst.
Hier wurde die gesamte Umsatzrate des Zitronensaurezyklus auf lokaler Ebene am
Herzen in situ erfasst. Wéahrend in vitro ermittelte maximale Enzymaktivitdten nicht
der tatsachlichen Umsatzrate in vivo entsprechen und somit keinen Riickschluss auf
den tatsachlichen Substratfluss erlauben (van der Vusse 1990), hat der in der
vorliegenden Arbeit verfolgte Ansatz den Vorteill, dass bei Betrachtung des
Zitronensaurezyklus, an dem mehrere Enzyme beteiligt sind, tatséchlich der

physiologische myokardiale Energieumsatz erfasst wird.

So verwundert es nicht, dass sich in den bisher durchgefuhrten Studien zu einzelnen
Enzymaktivitaten zum Teil widerspriichliche Ergebnisse fanden. Nicht alle der o.g.
Enzyme korrelierten in ihrer Aktivitat in vivo mit den lokalen Blutflissen. So ergaben
sich beispielsweise keine Korrelationen fur die Cytochrom-C-Oxidase oder Citrat-

synthase (Sonntag 1996).

Die lokale Aktivitat der Kreatinkinase und Laktatdehydrogenase korrelierte nur
schwach mit den lokalen Blutflissen (Franzen 1988). Eine erhohte
Kreatinkinaseaktivitdt in Hochflussarealen wiirde die Annahme einer gesteigerten
kontraktilen  Funktion mit  entsprechend gesteigertem  Stoffwechsel von
Hochflussarealen unterstiitzen. Ebenso lieBe sich die gesteigerte Aktivitat der
Laktatdehydrogenase in Hochflussarealen erklaren. Die Laktatdehydrogenase
vermittelt in Abhangigkeit vom (NADH+H")/NAD"-Verhaltnis die Umwandlung von
Laktat zu Pyruvat, das als AcetyllCoA zur weiteren Oxidierung in den
Zitronensaurezyklus eingeschleust wird. Da Laktat bei einem vermehrten Angebot
ein bevorzugtes Substrat der Herzmuskelzelle darstellt (van der Vusse 1990),
entspricht die vermehrte Aktivitat der Laktatdehydrogenase in Hochflussarealen
(Franzen 1988) mdglicherweise einem parallel zum Sauerstoffverbrauch gesteigerten

Laktatmetabolismus.

Eine signifikante Korrelation mit dem myokardialen Blutfluss ergab sich fur die lokale
Enzymaktivitat der Succinatdehydrogenase (Bussemaker 1994). Die
Succinatdehydrogenase ist als Enzym des Zitronensaurezyklus an dessen

Umsatzrate beteiligt. Da allerdings die maximale Umsatzgeschwindigkeit der
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Succinatdehydrogenase nicht den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im
Zitronensaurezyklus darstellt, konnen diese Befunde die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit nicht allein erklaren, figen sich aber gut ein.

4.3.4 Sauerstoffverbrauch

Da alle bisher beschriebenen Methoden den myokardialen Energieumsatz nur
unzureichend erfassen, sind in den letzten Jahren zunehmend Verfahren entwickelt
worden, die den Sauerstoffverbrauch des Herzens indirekt erfassen. Dabei haben

sich zwei Anséatze etabliert.

Das eine Verfahren, das auch in dieser Arbeit angewendet wurde, besteht in der
Bestimmung der Umsatzrate des Zitronensaurezyklus mittels NMR-Spektroskopie
nach intrakoronarer Perfusion von 3C-markierten Metaboliten des Zitronen-
saurezyklus (Decking 1998 b, van Beek 1998). Dabei zeigte sich eine enge
Abstimmung zwischen lokalem Blutfluss und Sauerstoffverbrauch. Dem 2,3-fachen
Unterschied in der Umsatzrate des Zitronensdurezyklus zwischen Niedrig- und
Hochflussarealen entsprach ein in etwa 3-facher Flussunterschied (Decking 2001). In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine im Mittel 2,7-fache
Steigerung der Koronardurchblutung durch Gabe von Adenosin die unter basalen
Verhaltnissen bestehende Korrelation zwischen lokalem Blutfluss und lokalem
Energieumsatz nicht aufheben konnte. Trotz der o.g. Steigerung des koronaren
Flusses lie3 sich im Vergleich mit den urspringlichen Niedrigflussarealen in den
friiheren Hochflussbereichen eine 1,9-fach hoéhere Umsatzrate  des
Zitronensaurezyklus nachweisen. Dagegen war unter der pharmakologisch
gesteigerten myokardialen Durchblutung keine Korrelation zwischen dem aktuellen
lokalen Fluss und dem Energieumsatz nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass
unter basalen Bedingungen der lokale Energiebedarf die treibende Kraft fur den

Energieumsatz und die myokardiale Durchblutung ist.

Da, wie mehrere Studien zeigen, Niedrig- und Hochflussareale Uber Wochen und
Monate ihren jeweiligen Fluss beibehalten, dirfte auch der lokale Energiebedarf tber

die Zeit konstant sein (van Oosterhout 2002, Laussmann 2002).
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Waren Niedrigflussareale aufgrund einer limitierenden Blutversorgung in ihrer
Funktion eingeschréankt, so wurden sie von einer Anhebung des koronaren Flusses
profitieren. Dies wirde sich in einem gesteigerten Energieumsatz aufern. Dass dies
ebenfalls nicht zutrifft, wird durch die &hnlichen Umsatzraten des Zitronensaurezyklus
unter basalen Bedingungen (Niedrigfluss Jca 0,78 umol/min/g, Decking 2001) und in
der vorliegenden Arbeit unter Blutflusserh6hung deutlich (Niedrigfluss basal Jca 0,75

pmol/min/g).

Daruber hinaus existiert eine weitere Moglichkeit, den lokalen myokardialen
Energieumsatz zu ermitteln. Dabei wird der Sauerstoffverbrauch am isolierten
Herzen Uber die Produktion von H,'20-Oxidationswasser nach Perfusion mit *20,-
haltiger Pufferlésung abgeschéatzt (Schwanke 1994, 1996). Es wurde bei einem 3,3-
fachen Unterschied im lokalen Blutfluss Uber einen 6,45-fachen Unterschied im
lokalen  Sauerstoffverbrauch  berichtet (Schwanke 2000). Dabei ist zu
bertcksichtigen, dass das absolute Ausmall der Unterschiede im
Sauerstoffverbrauch von der hier angenommenen Wasserpermeabilitdét abhangt.
Diese ist leider nicht bekannt, beeinflusst das Ergebnis aber in erheblichem Umfang.
Qualitativ zeigen auch diese Daten, dass im Herzen erhebliche Unterschiede im
lokalen Energieumsatz existieren. Die Frage der Ursache der beschriebenen Fluss-

und Stoffwechselheterogenitét bleibt bei diesem Ansatz allerdings immer noch offen.

4.4 Ursachen des heterogenen Energiebedarfs

In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass tatséachlich ein
unterschiedlicher lokaler Energiebedarf Ursache des heterogenen Energieumsatzes
ist, dem sich unter basalen Bedingungen der lokale Blutfluss anpasst. Dabei stellt

sich die Frage, welche Faktoren diesen unterschiedlichen Energiebedarf bedingen.
Vorstellbar waére eine unterschiedliche Proteinausstattung in  Niedrig- und

Hochflussarealen, da sich die langerfristige Regulation von Stoffwechselprozessen

vorzugsweise auf dem Niveau der Genexpression vollzieht (Van Bilsen 1998).
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Da die mechanischen Herzkontraktionen den Grof3teil der in der Herzmuskelzelle
bereitgestellten Energie benétigen, konnten die daran beteiligten Proteine eine
Ursache fir den heterogenen Energiebedarf sein (Schramm 1994). So existieren
beim Myosin, das aus zwei schweren Ketten und aus zwei Paaren leichter Ketten
besteht, zwei Isoformen der schweren Myosinketten: die a-Form mit hoher und die b-
Form mit niedriger ATPase-Aktivitat. Dabei ist das aa-Homodimer im Vergleich zum
bb-Homodimer mit einem niedrigeren Wirkungsgrad behaftet (van der Vusse 1990).
Einigen Untersuchungen zufolge exprimieren subendokardiale Anteile des Herzens
vermehrt das bb-Homodimer der schweren Ketten, was aufgrund der geringeren
Kontraktionsgeschwindigkeit und hoheren Effizienz typisch fir mechanisch stark
belastete Wandabschnitte ist, wahrend sich in subepikardialen Bereichen vor allem
das aa-Homodimer findet. Die Befunde konnten dafir sprechen, dass Myosin-
Isoformen mit unterschiedlicher ATPase-Aktivitat fir den heterogenen Energiebedarf
des Herzens verantwortlich sind (Gorza 1981, Kuro-o 1986).

Ebenfalls konnte fir Desmin ein unterschiedliches Verteilungsmuster mit gesteigerter
Expression in Hochflussarealen nachgewiesen werden (Laussmann 2002). Desmin
stellt ein muskelspezifisches Intermediarfilament dar und ist sowohl fur die
Strukturerhaltung der Zelle als auch fir die Kraftibertragung zwischen den
Myofibrilen  essentiell (Fuchs 1998). Neuerdings wird Desmin eine
Modulationsfahigkeit der Atmungskette zugeschrieben (Kay 1997, Milner 2000).
Somit konnte Desmin aufgrund seiner intrazelluldren Funktion zum erhohten

Energieumsatz in Hochflussarealen beitragen.

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass eine unphysiologische myokardiale
Erregungsausbreitung, wie sie bei bestehendem Linksschenkelblock und bei
ventrikularer Stimulation zu beobachten ist, eine Umverteilung des lokalen
Blutflusses bedingt (McGowan 1976, Prinzen 1995). Diese Umverteilung des lokalen
Blutflusses lasst sich dadurch erklaren, dass bei Linksschenkelblock bestimmte
Myokardbezirke im Vergleich zu physiologischen Bedingungen unterschiedlich

belastet werden (Bassingthwaighte 2001).

Diese Befunde kénnen zwar die Ursache des heterogenen Energiebedarfs, der in

myokardialen Arealen mit einer ungefahren Masse von 250 mg Feuchtgewicht
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beobachtet wird, nicht hinreichend erklaren, jedoch stimmen sie mit dem
vorliegenden Schluss Uberein, dass am Herzen unter physiologischen Bedingungen
ebenfalls eine unterschiedliche lokale Belastung vorliegt und diese den heterogenen

Sauerstoffbedarf bestimmt.

Wie bereits erwahnt, beeinflusst Kalzium ebenfalls den myokardialen Energieumsatz.
Kalzium moduliert neben einer Reihe von Enzymen des oxidativen und
glykolytischen Stoffwechsels vor allem das Zusammenspiel von Aktin- und
Myosinfilamenten bei der Herzmuskelkontraktion. Somit kann tber die zytosolische
Kalziumkonzentration der Energieumsatz der Zelle beeinflusst werden. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die mMRNA fiur die Kalzium-ATPase des
sarkoplasmatischen Retikulums in subendokardialen gegeniber subepikardialen
Bereichen des Herzens eine verminderte zytosolische Konzentration aufwies. Da die
Kalzium-ATPase fir die Wiederaufnahme von Kalzium in das sarkoplasmatische
Retikulum verantwortlich ist, beglnstigt eine verminderte Expression eine erhdhte
zytosolische  Kalziumkonzentration (lgarashi-Saito  1999). Einschrankend st
allerdings zu berucksichtigen, dass bei einer verminderten Wiederaufnahme von
Kalzium in das sarkoplasmatischen Retikulum weniger Kalzium nach einer Erregung
freigesetzt werden kann. Damit konnen die o. g. Befunde den hdheren

subendokardialen Blutfluss und Energieumsatz nicht erklaren.

In Untersuchungen, in denen Uber zwei Wochen eine stabile Flussheterogenitat
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich ebenfalls, dass sich Niedrig- im Vergleich
zu Hochflussarealen in ihrer Genexpression unterscheiden (Laussmann 2002). So
zeichnen sich beispielsweise Niedrigflussareale in einer deutlich gesteigerten
Expression von Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) im Vergleich mit
Hochflussarealen aus. Die DDAH verursacht uber den Abbau von ADMA
(asymmetrisches Dimethylarginin) eine verminderte Hemmung der NO-Synthese. In
weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass NO den Sauerstoffverbrauch
reduzieren kann (Trochu 2000). Somit konnte eine erhdhte NO-Konzentration in
Niedrigflussarealen unter anderem eine Ursache des  verminderten
Sauerstoffverbrauchs darstellen. Niedrigflussareale zeichneten sich zudem durch
eine hohere glykolytische Aktivitat und eine niedrigere Oxidation von Fettsauren aus.

Dies spricht ebenfalls dafir, dass ein langerfristig bestehender funktioneller
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Unterschied der Kardiomyozyten vorhanden ist und sich in einem entsprechend

heterogenen Energiebedarf widerspiegelt.

4.5 Durchblutung, Energieumsatz und -bedarf am Herzen

Die bedarfsgerechte Regulation des myokardialen Energieumsatzes bzw.
Stoffwechsels ermoglicht eine Adaptation an funktionelle Unterschiede und stellt die
Grundlage der Stoffwechselheterogenitat im Myokard dar.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine ausschlie3liche
Blutflusserhéhung keine Veranderung der kontraktilen Funktion des Herzens bewirkt.
Werden zusatzlich die Umsatzraten des Zitronensaurezyklus friherer Studien unter
basalen Bedingungen berlcksichtigt (Decking 2001), die den vorliegenden
Umsatzraten unter Adenosin entsprechen, so wird die Vermutung unterstitzt, dass
eine ausschlief3liche Blutflusserhbhung ohne Auswirkungen auf den lokalen
Energiestatus bleibt. Derartige Hinweise lieRen sich bereits in friheren Studien
erheben, in denen durch Zunahme des koronaren Flusses auf regionalem Niveau
keine kontraktile Funktionssteigerung erzielt werden konnte (Canty 1988, Schulz
1991).

Unter Adenosin liel3 sich eine ausgepragtere Blutflusssteigerung der Niedrig- im
Vergleich zu Hochflussarealen nachweisen, die eine grol3ere inotrope Reserve der
Niedrigflussareale ermdglichen wirde. Matsumoto et al. konnten 1999 zeigen, dass
eine [Fadrenerge Stimulation neben einer gesteigerten Koronardurchblutung zu einer
Abnahme der lokalen Durchblutungsheterogenitat fuhrt (Matsumoto 1999). Dies
wirde daflr sprechen, dass vor allem Niedrigflussareale bei vermehrter Herzarbeit

rekrutiert werden.

Waren unter basalen Bedingungen Niedrig- im Vergleich zu Hochflussarealen
aufgrund des geringeren lokalen Flusses in ihrer Funktion eingeschrankt, so musste
nach 3-facher Steigerung des koronaren Flusses sowohl eine Verbesserung der
linksventrikularen Kontraktilitat als auch eine Steigerung des lokalen Energie-

umsatzes in Niedrigflussarealen zu verzeichnen sein. Ebenso ware eine Korrelation
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des aktuell gesteigerten lokalen Blutflusses mit dem lokalen Energieumsatz zu
erwarten. Da dies in der vorliegenden Studie nicht bestéatigt werden konnte, ist der
geringe Energiebedarf in Niedrigflussarealen unter basalen Bedingungen die
Ursache des dort niedrigen lokalen Energieumsatzes und  Flusses.
Dementsprechend sind Hochflussareale Gebiete eines erhdohten Energiebedarfs, der

einen erhohten Energieumsatz und Blutfluss nach sich zieht.

Ergebnisse friherer Studien zeigen, dass sowohl unter pharmakologischer als auch
elektrischer Sympathikusstimulation des Herzens der Betrag der Flusszunahme in
Niedrig- und Hochflussarealen etwa gleich war (Deussen 1996). Dies deutet darauf
hin, dass Niedrigflussareale auch bei adrenerger Stimulation weiterhin einen
geringeren Bedarf als Hochflussareale aufweisen. Im Verlauf stellte sich der initiale
Ausgangsfluss 40 - 112 Minuten nach Beendigung der Stimulation wieder ein. Diese
Beobachtungen sprechen dafir, dass der raumlich heterogene Energiebedarf tber
die Zeit stabil ist und sich das Ausgangsbild auch nach zeitweiliger Perturbation

wieder einstellt.

Bei nachgewiesener enger Kopplung von heterogenem Energieumsatz und
entsprechend angepasstem Blutfluss sollte eine Reduktion des Sauerstoffangebots
zu einer vergleichbaren Beeintrachtigung des lokalen Stoffwechsels in Niedrig- und
Hochflussarealen fiihren. Es zeigte sich, dass es zu einer Zunahme der lokalen
Adenosin- und Laktatkonzentrationen sowohl in Niedrig- als auch Hochflussarealen
kam, wenn der lokale Fluss durch eine Koronarstenose um mehr als 50% reduziert
wurde (Bussemaker 1997, Loncar 1998). Dies belegt, dass in Hoch- und
Niedrigflussarealen die lokale Durchblutung eng an den lokalen Bedarf gekoppelt ist.
Allerdings musste eine eingeschrankte Durchblutung nicht zwangslaufig dauerhaft zu
einer Beeintrachtigung des Energiestatus fiihren. Wie zahlreiche Untersuchungen
zum ,short term myocardial hibernation® belegen, kbnnen sich namlich initiale
metabolische Veradnderungen wie die Abnahme der freien Energie der ATP-
Hydrolyse trotz anhaltender Minderperfusion nach 90 Minuten normalisieren (z. B.
Martin 1998). Ahnliches traf auch fiir Laktat zu, wahrend die kontraktile Funktion des
Herzens dauerhaft vermindert blieb (Fedele 1988, Heusch 1996). Dies verdeutlicht
die Fahigkeit des Herzens, bei bestehender Verminderung des koronaren Blutflusses

seinen Energieumsatz dem eingeschrankten Sauerstoffangebot anzupassen. Diese
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Anpassung im Sinne einer Reduktion des Stoffwechsels mit Abnahme der
kontraktilen Funktion stellt ein regulatorisches Phanomen dar, um eine dauerhafte

Ischamie und den Zelltod zu verhindern (Heusch 1998).

Im Verlauf einer dauerhaft verminderten koronaren Durchblutung kommt es
allerdings zu  morphologischen degenerativen Veranderungen, die nach
Revaskularisation ricklaufig sein konnen (Heusch 2002). Diese Myokardareale

werden auch als ,,(long term) hibernating myocardium* bezeichnet.

Bei Versagen aller Kompensationsmechanismen kommt es jedoch zu einer
Schadigung der Kardiomyozyten. Unter Berlcksichtigung eines erhohten
Energiebedarfs in Hochflussarealen sollte eine vollstdndige Unterbrechung der
Blutzufuhr eine starkere Schadigung der Hochflussareale bedingen. Entsprechend
dieser Vermutung wurde eine hohere Infarktwahrscheinlichkeit bei Ischamie in
Hochflussarealen beobachtet (Ghaleh 1996).

Die bedarfsgerechte Modulation des kardialen Energieumsatzes wird auch auf
Ebene der Genexpression deutlich. So konnte im unbelasteten Rattenherz eine
reduzierte Expression von dem insulinabhéngigen Glukosetransporter 4 und der
Carnitinpalmitoyltransferase 1 nachgewiesen werden (Depre 1998). Da diese beiden
Enzyme eine zentrale Rolle im Glukose- und Fettsauremetabolismus spielen, kénnte
dies bei verminderter Herzarbeit Ausdruck einer Herabregulation des kardialen

Energieumsatzes sein.

Eine weitere Mdglichkeit, wie das Herz sich bei vermindertem ATP-Umsatz verhalt,
ist die Substratmodifikation mit vermehrtem Fettsauremetabolismus und verminderter
Glukoseverstoffwechslung (Gamble 1997).

Eine Dissoziation des lokalen Blutflusses und Energieumsatzes wurde - wie in der
hier vorliegenden Arbeit dargestellt - unter ausschliel3licher pharmakologischer
Vasodilatation beobachtet. Die Korrelation zwischen Energieumsatz und Blutfluss
kann ebenfalls durch eine kurzzeitige Unterbrechung der Koronardurchblutung
aufgehoben werden. Dabei wird ein Pha&nomen beobachtet, das als ,myocardial
stunning“ bezeichnet wird (Heyndrickx 1975, Bolli 1990). In der spaten
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Reperfusionsphase stellt sich eine Normalisierung des Ausgangsflusses ein bei
bestehender Einschrankung des Energieumsatzes als auch der globalen
hamodynamischen Funktion. Diese Beobachtungen konnten kirzlich sogar mit einer
raumlichen Auflosung von ca. 100 mg Probenmasse am isolierten Kaninchenherzen
erhoben werden. In der spaten Reperfusionsphase erreichte der lokale Blutfluss
wieder sein initiales Verteilungsmuster; das heil3t, Niedrigflussareale wurden wieder
zu Niedrig-, Hochflussareale wurden wieder zu Hochflussarealen. Doch der
Zusammenhang zwischen dem Iokalen Energieumsatz und Blutfluss blieb
aufgehoben (Schwanke 2002).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Herz unter basalen
Bedingungen eine ausgepragte Stoffwechselheterogenitat aufweist, die Ausdruck
des jeweiligen lokalen Energiebedarfs ist und den lokalen Blutfluss bestimmt. Die
Unterschiede im lokalen Energieumsatz scheinen funktionell bedingt zu sein, da das
Herz bis zu einem gewissen Grad seinen Energieumsatz steigern oder aber
reduzieren kann. Dabei verfugt das Herz sowohl Uber kurzfristig rekrutierbare
Mechanismen - wie sie bei sympathischer Stimulation beobachtet werden - als auch
Uber langfristige Adaptationsmdoglichkeiten - wie sie sich beispielsweise beim ,(long
term) hibernating myocardium“ darstellen. Somit besitzt das Herz bis zu einem
gewissen Grad die Maoglichkeit, sich an verédnderte Bedingungen - wie z. B. eine
Stenose-induzierte Flussreduktion — anzupassen, indem es seinen Energiebedarf

reduziert.

Die eigentliche Ursache des unter basalen Bedingungen bestehenden heterogenen
Energiebedarfs ist bisher noch nicht hinreichend geklart. So existieren diesbeziiglich
verschiedene theoretische Ansatze, wobei u. a. eine unterschiedliche Protein-
ausstattung in Niedrig- und Hochflussarealen fur den heterogenen Energiebedarf
verantwortlich gemacht wird. Es scheint jedoch fraglich, ob die Unterschiede in der
Proteinexpression allein den lokal unterschiedlichen Bedarf bedingen konnen. Wie
bereits zuvor erwdhnt, ist es eher zu vermuten, dass lokal eine unterschiedliche
Wandspannung oder Arbeit im Verlauf des Kontraktionszyklus die Gen- und

Proteinexpression moduliert und so letztlich den Bedarf bedingt.
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Am Herzen zeigt sich bereits innerhalb des linken Ventrikels eine ausgepragte
raumliche Heterogenitdt. Untersucht man z.B. den lokalen Blutfluss mit einer
Auflésung von 250 pl, so kann die Durchblutung zwischen einzelnen Arealen um das
20-fache variieren; etwa 10% der Proben erhalten weniger als 60%, weitere 10%
mehr als 140% der mittleren Durchblutung. Den r&dumlich verteilten Unterschieden in
der Durchblutung entspricht der jeweilige lokale Energieumsatz. Bisher blieb unklar,
ob fur die raumliche Heterogenitat von Durchblutung und Energieumsatz
Unterschiede im lokalen Energiebedarf verantwortlich sind — oder ob umgekehrt das
lokale Flussangebot den Energieumsatz bestimmt.

Um diese Frage zu klaren, wurde am Hundeherzen in situ die myokardiale
Durchblutung mit Hilfe von radioaktiven Mikrosphéren gemessen; zunachst wéahrend
basaler Bedingungen und anschlieend wéahrend intrakoronarer Adenosin-Gabe mit
maximaler pharmakologischer Vasodilatation. Unter diesen Bedingungen wurde der
lokale Energieumsatz Uber die Umsatzrate des Zitronensaurezyklus ermittelt. Dazu
wurde in situ Uber 12 Minuten [3-3C]-Pyruvat intrakoronar verabreicht. Nach
Entnahme des Myokards konnte dann in einzelnen Myokardproben mittels 3C-NMR-
Spektroskopie das Glutamat [4-13C)/[3-13C]-Verhaltnis (= C4/C3-Verhéltnis)
gemessen werden, aus dem dann die 0.g. Umsatzrate bestimmt wurde.

Unter basalen Bedingungen waren wie erwartet etwa 10% der Proben Niedrigfluss-
(E 60% des mittleren Flusses) und etwa 10% Hochflussareale ¢ 140%). Adenosin
induzierte durch maximale Vasodilatation eine im Mittel 2,7-fache koronare
Flusssteigerung ohne Auswirkung auf die linksventrikulare kontraktile Funktion. Unter
Adenosin wiesen 19% bzw. 17% der Proben eine besonders niedrige bzw. hohe
Durchblutung auf (= Adenosin-Niedrig- bzw. -Hochflussareale).

Adenosin-Niedrig- und -Hochflussareale unterschieden sich nicht in ihrem
Energieumsatz. Hingegen war in denjenigen Arealen, die unter basalen Bedingungen
gering durchblutet wurden, auch nach Vasodilatation der Energieumsatz erheblich
niedriger als in basalen Hochflussarealen (0,75 + 0,2 bzw. 1,41 £ 0,4 pmol/min/g mit
P < 0,001). Basale Niedrig- und Hochflussareale unterschieden sich demnach im
lokalen Sauerstoffverbrauch um das 1,9-fache.

Das hier unter maximaler Vasodilatation gemessene C4/C3-Verhaltnis (2,09 + 0,47)
war identisch mit einem friiher unter basalen Bedingungen bestimmten (1,98 = 0,48).

Weiterhin zeigten sich signifikante biochemische Unterschiede. So war der Gehalt an
Glutamat und Laktat in Arealen, die unter basalen Bedingungen einen niedrigen
Fluss aufwiesen, im Vergleich zu entsprechenden Hochflussarealen vermindert.
Niedrig- und Hochflussareale unter Adenosin wiesen keine Unterschiede im
Metabolitgehalt auf.

Die Daten lassen darauf schlie3en, dass die rdumliche Verteilung von Durchblutung
und Energieumsatz unter basalen Bedingungen den lokalen Energiebedarf
widerspiegelt: Denn unter maximaler Vasodilatation, die keinen Anstieg in der
Kontraktilitét zur Folge hatte, war die Beziehung zwischen lokalem Fluss und
Stoffwechsel aufgehoben, wahrend der zuvor bestehende basale Fluss weiterhin mit
dem lokalen Energieumsatz und dem Laktat-Gehalt korrelierte.
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Eva Scharen: Der lokale myokardiale Energiebedarf — Ursache der réumlichen
Verteilung / Heterogenitiit von Durchblutung und Energieumsatz
- Untersuchungen am Hundeherzen in situ -

Am Herzen zeigt sich bereits innerhalb des linken Ventrikels eine ausgepragte
raumliche Heterogenitat. Untersucht man z.B. den lokalen Blutfluss mit einer
Aufldsung von 250 pl, so kann die Durchblutung zwischen einzelnen Arealen um das
20-fache variieren; etwa 10% der Proben erhalten weniger als 680%, weitere 10%
mehr als 140% der mittleren Durchblutung. Den raumlich verteilten Unterschieden in
der Durchblutung entspricht der jeweilige lokale Energieumsatz. Bisher blieb unklar,
ob fur die raumliche Heterogenitdt von Durchblutung und Energieumsatz
Unterschiede im lokalen Energiebedarf verantwortlich sind — oder ob umgekehrt das
lokale Flussangebot den Energieumsatz bestimmt.

Um diese Frage zu klaren, wurde am Hundeherzen in situ die myokardiale
Durchblutung mit Hilfe von radioaktiven Mikrosphéren gemessen; zunachst wahrend
basaler Bedingungen und anschlieftend wahrend intrakoronarer Adenosin-Gabe mit
maximaler pharmakologischer Vasodilatation. Unter diesen Bedingungen wurde der
lokale Energieumsatz (iber die Umsatzrate des Zitronens#urezyklus ermittelt. Dazu
wurde in situ Uber 12 Minuten [3-'’C]-Pyruvat intrakoronar verabreicht. Nach
Entnahme des Myokards konnte dann in einzelnen Myokardproben mittels "*C-NMR-
Spektroskopie das Glutamat [4-"*C)/[3-"°C]-Verhéltnis (= C4/C3-Verhaltnis)
gemessen werden, aus dem dann die 0.g. Umsatzrate bestimmt wurde.

Unter basalen Bedingungen waren wie erwartet etwa 10% der Proben Niedrigfluss-
(< 60% des mittleren Flusses) und etwa 10% Hochflussareale (= 140%). Adenosin
induzierte durch maximale Vasodilatation eine im Mittel 2,7-fache koronare
Flusssteigerung, ohne Auswirkung auf die linksventrikulare kontraktile Funktion.
Unter Adenosin wiesen 19% bzw. 17% der Proben eine besonders niedrige bzw.
hohe Durchblutung auf (= Adenosin-Niedrig- bzw. -Hochflussareale).

Adenosin-Niedrig- und -Hochflussareale unterschieden sich nicht in ihrem
Energieumsatz. Hingegen war in denjenigen Arealen, die unter basalen Bedingungen
gering durchblutet wurden, auch nach Vasodilatation der Energieumsatz erheblich
niedriger als in basalen Hochflussarealen (0,75 + 0,2 bzw. 1,41 £ 0,4 pmolimin/g mit
P < 0,001). Basale Niedrig- und Hochflussareale unterschieden sich demnach im
lokalen Sauerstoffverbrauch um das 1,9-fache.

Das hier unter maximaler Vasodilatation gemessene C4/C3-Verhéltnis (2,09 £ 0,47)
war identisch mit einem friiher unter basalen Bedingungen bestimmten (1,98 + 0,48).

Waeiterhin zeigten sich signifikante biochemische Unterschiede. So war der Gehalt an
Glutamat und Laktat in Arealen, die unter basalen Bedingungen einen niedrigen
Fluss aufwiesen, im Vergleich zu entsprechenden Hochflussarealen vermindert.
Niedrig- und Hochflussareale unter Adenosin wiesen keine Unterschiede im
Metabolitgehalt auf.

Die Daten lassen darauf schliefen, dass die rdumliche Verteilung von Durchblutung
und Energieumsatz unter basalen Bedingungen den lokalen Energiebedarf
widerspiegelt: Denn unter maximaler Vasodilatation, die keinen Anstieg in der
Kontraktilitat zur Folge hatte, war die Beziehung zwischen lokalem Fluss und
Stoffwechsel aufgehoben, wahrend der zuvor bestehende basale Fluss weiterhin mit
dem lokalen Energieumsatz und dem Laktat-Gehalt korrelierte.
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