Aus dem
Institut fiir Physiologie I
Abteilung fiir Herz- und Kreislaufphysiologie
der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf
Direktor: Prof. Dr. J. Schrader

Diabetes mellitus
blockiert
die spate Phase der
Ischamischen Prakonditionierung
am Kaninchenherzen
In Vivo

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Medizin

Der Medizinischen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Jan Ferrari

2005



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit

Disseldorf

gez.: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Wolfgang H.-M. Raab

Dekan

Referent: Univ.-Prof. Dr. Thdmer
Korreferent:  Prof. Dr. Schipke



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Seite
1. Einfihrung s 1-9
1.1 Das Phidnomen der ischdmischen Prikonditionierung -~ 1
1.2 Bedeutung von Karp-Kanélen bei der LPC e 3
1.3 Diabetes mellitus — eine kardiovaskuldre Erkrankung - 5
1.4  Beim diabetischen Herzen sind endogene Protektions-
mechanismen gestort —— 7
1.5  Aufgabenstellung der Studie s 9
2. Methoden 10-23
2.1  Induzieren eines Diabetes mellitus ~ 11
2.2 Chirurgische Praparation - 13
00 T ) & & (10) <o) I 14
2.4 Myokardinfarktprotokoll === 16
2.5  InfarktgroBenbestimmung 19
2.6 Studienprotokoll 20
2.7 Datenverarbeitung 21
2.8 Himodynamische Variablen 22
2.9 Statistische Analyse - 22
2.10  Proteinlevelbestimmung von endothelialer- & induzierbarer
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS, iNOS) s 23
3. Ergebmnisse s 24-32
3.1  Blutglukosekonzentration - 24
3.2 Hiamodynamische Variablen = 26
33 Risikogebiet & InfarktgroBe - 29

3.4  eNOS- & iNOS-Proteinlevel der Aorta = 30



Inhaltsverzeichnis

4. DISKUSSION ~ e 32-37

4.1  Interpretation der Ergebnisse i 32

5. Methodenkritik 37-42
5.1 Einfluss der Infarktgrofe auf die funktionelle Erholung

des Herzen s s s 37

5.2 Dauer der ischimischen Prakonditionierung e 38

5.3  Blutglukosespiegel i 39

5.4 AlLOX@N 7777 40

5.5  InfarktgroBenbestimmung und Dauer der Reperfusion ~— 40

5.6  eNOS-Proteinlevel - 41

6. Schlussfolgerung - 42

7. Zusammenfassung - 43-44

8. Literaturverzeichnis s 45-54

0. Danksagung - 56

10. Lebenslauf - 57-58



1. Einfdihrung

1. Einfliihrung

1.1 Das Phanomen der ischdmischen Prakonditionierung

Kurze subletale Perioden myokardialer Ischimien erhéhen die Toleranz des
Myokards gegeniiber den Folgen einer ldngeren Ischdmie hinsichtlich der Grofe
des entstehenden Infarktareals. Dieses Phinomen wurde zuerst von Murry et al.
[65] beschrieben und ist seitdem als ischdmische Prikonditionierung
(Preconditioning [PC]) bekannt. Myokardprotektion durch ischdmische
Priakonditionierung konnte bisher an allen untersuchten Saugetierspezies
nachgewiesen werden [52, 53, 86]. Es gibt zwei Phasen der Protektion; der
initiale protektive Effekt der ischdmischen Prékonditionierung tritt unmittelbar
nach dem ischdmischen Stimulus auf und schiitzt das Myokard fiir ca. 1 bis 2
Stunden. Diese Phase der Protektion wird als ,klassische Prikonditionierung*
bezeichnet (early preconditioning [EPC]). Vorhergehende Studien [59] haben
gezeigt, dass die Myokardprotektion der ischdmischen Priakonditionierung ca. 24
Stunden nach der initialen prikonditionierenden Ischimie erneut einsetzt und im
Anschluss fiir etwa 48 Stunden die schidlichen Folgen einer Ischidmie-
Reperfusionssituation mindert. Diese zweite Protektionsphase wird als ,,spéte
Prakonditionierung® oder ,,Zweites Fenster der Protektion* (late preconditioning
[LPC]) bezeichnet. Sowohl die frithe als auch die spite Pridkonditionierung
konnen durch eine Vielzahl von Stimuli ausgelost werden; z.B. durch kurze
Ischdamien [7], pharmakologisch durch Stickstoffmonoxid (NO)-Donatoren wie
Nitroglycerin [51], oder aber durch Aktivierung von myokardialen Adenosin-
[45], a-adrenergen-[85], muskarinischen-[91], Opioid-[76],
Bradykininrezeptoren [32] (pharmakologisch induziertes PC). Die zugrunde
liegenden zelluldren Mechanismen beider Phasen der Prikonditionierung sind in

vielen wissenschaftlichen Studien untersucht worden, jedoch noch nicht
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vollstindig geklart. Man weil} lediglich, dass neben vielen anderen Schritten
EPC auf einer Offnung der mitochondrialen ATP-abhiingigen Kaliumkanile
(Karp-Kanile) beruht. Uber die Freisetzung von Sauerstoffradikalen kommt es
zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC). Dies fiihrt zu einer Aktivierung von
Tyrosin- und Mitogen- aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen), die auf einen
noch unbekannten Effektor wirken, der das Herz vor einem Ischiamie-/
Reperfusionsschaden schiitzt [18]. Die Myokardprotektion der LPC wird mit der
Neusynthese von Stressproteinen [58] und Antioxidantien [95] in Verbindung
gebracht. Aber auch die Ksrp-Kanéle scheinen wihrend des ,,zweiten Fensters
der Protektion* eine entscheidende Rolle zu spielen [64] (siche Bedeutung von
Karp-Kanilen in der LPC, Seite 3).

Eine Reihe von Untersuchungen legt nahe, dass es eine Myokardprotektion
durch Prikonditionierung auch beim Menschen gibt. Arstall et al. zeigten an
isolierten Herzmuskelzellen des Menschen protektive Effekte sowohl durch
klassische als auch durch spite Prikonditionierung in vitro [3]. Kloner et al.
zeigten in ihrer retrospektiven Datenauswertung bei Patienten mit akutem
Herzinfarkt, dass diejenigen, die innerhalb von 48 Stunden vor dem Infarkt eine
Angina-pectoris-Symptomatik hatten, eine signifikant geringere InfarktgroB3e
aufwiesen als die Vergleichsgruppe ohne vorausgegangene Symptomatik [47,
49]. Dies konnte als Hinweis gedeutet werden, dass spate Priakonditionierung
auch das menschliche Myokard schiitzt.

Erleidet ein Patient also einen akuten Myokardinfarkt (MI), wird eine
pectangindse Vorgeschichte und die dadurch hervorgerufene ischdmische
Prakonditionierung in Form einer LPC, als ein wichtiger kardioprotektiver

Mechanismus angesehen [49,69].
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1.2 Bedeutung von Karp-Kanalen bei der LPC

Bei der Vermittlung sowohl der klassischen als auch der spiten
Prakonditionierung spielt die C)ffnung von K,rp-Kandlen eine entscheidende
Rolle, wobei ich hier auf den Mechanismus der Signaltransduktion der von uns
durchgefiihrten LPC niher eingehen will.

Bei der mittlerweile weitgehend akzeptierten Stickstoffmonoxidhypothese von
Bolli et al. wird postuliert, dass die ischdmische Prdkonditionierung in der
spaten Phase (LPC) zu einer erhohten Produktion von NO und reaktiven
Sauerstoffradikalen fiihrt [8, 10]. Diese chemischen Stoffe dienen als ,,Trigger*
der LPC; sie aktivieren eine komplexe Signaltransduktionskaskade, innerhalb
derer die Proteinkinase C (PKC), Tyrosinkinasen und moglicherweise MAP-
Kinasen aktiviert werden. Diese Enzymaktivierung fiihrt zu einer Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB, was zu einer erhohten Transkription
verschiedener kardioprotektiver Gene wund einer vermehrten Synthese
verschiedener kardioprotektiver Proteine fiihrt. Zu diesen ,,Mediatoren* der
LPC, werden neben der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), der endothelialen
NO-Synthase (eNOS) auch die Cyclooxygenase-2 (COX-2), die
Aldosereduktase und die Superoxiddismutase (SOD) gezdhlt. Sasaki et al.
zeigten den direkten Einfluss einer gesteigerten NO-Produktion auf die Karp-
Kanalaktivitit in Herzmuskelzellen [74]. Die Offnung von Karp-Kanilen
vermittelt LPC, welche durch Ischdmie [7], Monophosphoryl Lipid A [78],
Aktivierung von Adenosinrezeptoren [45] und Opioiden [76] induziert werden
kann.

Die Signaltransduktionskaskade der LPC ist in Abbildung 1 schematisch
dargestellt.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der vermuteten LPC-Signaltransduktionskaskade
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1.3 Diabetes mellitus — eine kardiovaskulare Erkrankung

Die Gesamtprivalenz des Diabetes mellitus betrug in Deutschland im Jahre
1990 3,5-4 Millionen Personen, was ca. 4,5% der Gesamtbevolkerung entsprach.
In einer reprisentativen Bevdlkerungsstichprobe (1999) wird anhand von
HbA.-Messungen eine Gesamthiufigkeit des Diabetes in Deutschland von ca.
8,2%, ungefdhr 6,7 Millionen Menschen, angenommen [70]. Hierbei sind 93-
95% der Félle dem Typ II-Diabetes zuzurechnen. Fiir das Jahr 2010 ergibt eine
Hochrechnung, dass etwa jeder 10. Deutsche Diabetiker ist. Der Diabetes nimmt
also an Héiufigkeit zu, was einerseits damit einhergeht, dass die Menschen
aufgrund des Fortschritts der Medizin immer &lter werden, andererseits die
Bevolkerung der Industriestaaten immer mehr eine Lebensweise der

Uberernihrung und mangelnden korperlichen Aktivitit pflegt.

Nach Stellungnahme der American Heart Association (AHA) ist der Diabetes
mellitus als eine kardiovaskuldre Erkrankung anzusehen [30]. Diese zunéchst
tiberraschende, aber durchaus zutreffende Charakterisierung entspricht einem
Paradigmenwechsel von der Stoffwechselerkrankung hin zur kardiovaskuldren
Erkrankung Diabetes. Das Risiko des Todes durch ein diabetisches Koma ist
heutzutage sehr viel geringer geworden [40]. Zugenommen jedoch haben die
wesentlichen Spdtkomplikationen des Diabetes in Form von degenerativen
kardiovaskuldren Verdnderungen. Die kardiovaskuldre Erkrankung ist die
hiufigste Komplikation beim Typ II Diabetes und mit 66% die
Haupttodesursache in diesem Patientenkollektiv [71]. Hiervon wiederum sind
75% auf die koronare Herzkrankheit (KHK) zuriickzufiihren, wobei der akute
Myokardinfarkt hier als Todesursache im Vordergrund steht [62]. Diabetische
Myokardinfarktpatienten haben nicht nur in der akuten Phase eine hohere
Mortalitdt [36, 80] als Nichtdiabetiker, sondern auch in der Langzeit-
Beobachtung [33, 63, 77]. Es ist also offensichtlich, dass der Diabetes durch
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seine Endorganschiaden keine rein endokrine Erkrankung bleibt, sondern sich zu
einer vorrangig kardiovaskuldren Erkrankung entwickelt. Hierunter sollte jedoch
nicht nur die KHK verstanden werden. Eine Vielzahl weiterer Diabetes-
bedingter Verdnderungen, welche die gesamten Strukturelemente des Herzens
betreffen, beeinflussen direkt oder indirekt den Verlauf der kardialen

Erkrankung — auch bekannt als diabetische Kardiopathie.

Zu diesen Verdanderungen gehoren:

e die Makroangiopathie im Sinne einer KHK: Diabetiker haben eine hohere
Priavalenz der Atheriosklerose [27] und eine reduzierte Compliance der
Koronarien [83];

e die diabetische Mikroangiopathie mit ithrer Endotheldysfunktion und einer
eingeschrinkten Koronarreserve [22, 66, 96];

e cin Ungleichgewicht der Himostase: Hyperkoagulabilitit [1, 13] und
Thrombopathie [2, 16] bei gestorter Fibrinolyse [37];

e c¢in verdnderter myokardialer Metabolismus und Energiehaushalt [79,82];

e cine vermehrte Fibrosierung des Myokards [17, 24, 87] bei erhohter
linksventrikuldren Muskelmasse [29, 81] trotz gleicher Blutdruckwerte;

e die diabetische autonome Neuropathie und ihre kardiale Beeinflussung [93].
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1.4 Beim diabetischen Herzen sind endogene Protektionsmechanismen

(in Form einer ischdmischen Prakonditionierung) gestort

Beim Diabetiker scheint ein kardioprotektiver Effekt im Sinne einer durch eine
pectangindse Vorgeschichte hervorgerufenen ischdmischen Prikonditionierung
nicht oder nur sehr eingeschréankt zu existieren.

In einer klinischen Studie fanden Ishihara et al. heraus, dass
Myokardinfarkt(MI)-Patienten, die 24 Stunden vor dem akuten Ereignis eine
pectangindse Episode erlitten hatten, niedrigere Spitzen-Creatinkinase-Werte,
eine bessere linksventrikuldre Funktion und eine geringere Mortalitdt zeigten,
als solche ohne ein pectangindses Ereignis. Dieser Effekt zeigte sich bei dem
diabetischen Patientenkollektiv jedoch nicht [34] (sieche Abbildung 2), wobei es
sich um Nicht-Insulin (didtisch und oral antidiabetisch) behandelte Typ II

Diabetiker handelte; Blutzuckerwerte sind von Ishihara et al. nicht angegeben.

Abb.2: MI-Krankenhausletalitdt mit und ohne pectangindser Episode
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modifiziert nach Ishihara, et al. J AM Coll Cardiol 2001, 38: 1007-11
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Wie verschiedene Studien belegen, scheint die Hyperglykdmie, ein haufiges
Erscheinungsbild in der akuten Phase eines Myokardinfarktes, ein wichtiger
Pradiktor im weiteren klinischen Verlauf zu sein. Sie korreliert mit einer
erhohten Mortalitdt, was sowohl bei Diabetikern [38, 50, 57], als auch bei
Nichtdiabetikern [6, 38] gezeigt werden konnte. Im Tierversuch konnten
Kersten et al. an Hunden zeigen, dass Hyperglykdmie den kardioprotektiven
Effekt der EPC blockiert [43]. Dies scheint am wahrscheinlichsten durch eine
Blockierung der am Herzen vorkommenden ATP-abhidngigen Kaliumkanilen
hervorgerufen zu werden. Da auch bei der Vermittlung der durch die LPC
hervorgerufenen Kardioprotektion, welche klinisch von groflerem Interesse ist,
Karp-Kanéle eine zentrale Rolle spielen [64], ist denkbar, dass Hyperglykédmie
und Diabetes mellitus (DM) ebenso den kardioprotektiven Effekt der LPC
blockieren konnten. In einer von unserem Institut durchgefiihrten Studie konnte
an Kaninchenherzen eine Blockierung der LPC durch eine akute Hyperglykdmie
(600 mg/dl) nachgewiesen werden [20].

Eine vollstindige Aufkldrung des Pathomechanismus der LPC und der Form, in
welcher eine Hyperglykdmie im Sinne eines DM eingreift, konnte fiir die Klinik
einen grofBen Nutzen haben. Speziell beim Diabetiker wére es notig, geeignete
Behandlungsstrategien zu entwickeln. Da Diabetiker durch ihren schlechten
Gefdlfistatus hdufig unter einer KHK leiden (nahezu 50 Prozent der
Todesursachen [38]) ist es wichtig abzuklédren, in welcher Weise ein schlecht
eingestellter Blutzucker einen korpereigenen Schutzmechanismus, wie die
ischdmische Prikonditionierung, beeinflusst oder unterdriickt, und wie man evtl.

pharmakologisch eingreifen konnte.
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1.5 Aufgabenstellung der Studie

Ziel der vorliegenden Studie war es, an Kaninchenherzen in vivo zu
untersuchen, ob eine chronische Hyperglykdmie in Form eines Alloxan-
induzierten DM die Kardioprotektion der LPC blockiert, und in wie weit sich
dies durch eine akute Insulinbehandlung beeinflussen lisst.

Da Diabetes die Verfiigbarkeit von NO zu reduzieren scheint [26, 94], und NO
eine entscheidende Rolle als Mediator der LPC hat [10], bestimmten wir bei den
diabetischen Tieren mithilfe des Westernblot-Verfahrens die Proteinlevel
sowohl der induzierbaren- als auch der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase
(INOS, eNOS) der Aorta (siche Proteinlevelbestimmung der endothelialen und
induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase, Seite 23).

Als Versuchstier wurde das Kaninchen gewéhlt, weil es bei ihm zwischen den
einzelnen Koronararterien keine relevanten Kollateralen gibt [60]. Bei der
InfarktgroBenauswertung musste somit keine Kollateralversorgung gemessen

und berticksichtigt werden.
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2.Methoden

Die Studie wurde nach Genehmigung durch den Regierungsprisidenten
Diisseldorf an 61 narkotisierten weillen Neuseelinderkaninchen (NZW)
durchgefiihrt. Die Tiere wurden randomisiert einer von insgesamt sechs

Gruppen zugeteilt (siche Studienprotokoll Seite 21).

Zu Beginn versetzten wir die Kaninchen der Gruppen DM, DM+LPC,
DM-+Insulin (I) und DM+LPC+I (n=40) fiir ca. 5-6 Wochen in eine diabetische
Stoffwechsellage (siehe Induzieren eines DM, Seite 11). Darauthin wurden die
Tiere aller Versuchsgruppen (n=61) in einer ersten Operation mit einem
Koronararterienokkluder chronisch instrumentiert. Hierbei wurde unter
Allgemeinanésthesie nach einer lateralen Thorakotomie ein Hauptast der linken
Koronararterie mit 2 Fiaden umstochen, und die zwei Fadenpaare durch einen
Tubus aus den Thorax geleitet (siehe chirurgische Préparation). Nach einer 7-
10tdagigen Erholungsphase wurde mit Hilfe des Okkluders an wachen Tieren der
LPC-, der DM+LPC- und der DM+LPC+I-Gruppen eine regionale kurze 5-
miniitige Myokardischdmie zur Induktion der LPC ausgelost (siehe LPC
Protokoll). 24 Stunden nach der kurzen Myokardischimie wurde an allen
Gruppen eine zweite Operation durchgefiihrt. In dieser wurden die narkotisierten
Tiere zur Messung der himodynamischen Werte instrumentiert und mit Hilfe
des Okkluders einer langen 30-miniitigen Myokardischdmie (i. S. eines akuten
Myokardinfarktes) mit anschlieBender 120-miniitiger Reperfusion ausgesetzt
(siehe Infarktprotokoll). Die Tiere der Gruppen DM+I und DM+LPC+I wurden
unmittelbar 90 Minuten vor der langen Ischdmie intravends mit Schweineinsulin
behandelt um die Blutglukose unter 200 mg/dl zu senken (siche
Studienprotokoll).

10
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2.1 Induzieren eines Diabetes mellitus

5-6 Wochen vor der Instrumentierung mit dem Koronararterienokkluder
induzierten wir bei den Tieren der entsprechenden Gruppen (siche
Studienprotokoll) einen Diabetes mellitus (DM). Hierzu punktierten wir unter
Lokalandsthesie mit einer Lidocain- und Prilocainhaltigen Salbe (EMLA®) eine
laterale Ohrvene und verabreichten den Tieren 100 mg/kg Alloxan intravends
(ALX; Sigma-Aldrich Chemie GmbH Miinchen, DE).

2-3 Tage nach der ALX-Behandlung wurden die Tiere diabetisch, definiert
anhand einer Blutglukosekonzentration von mehr als 250 mg/dl;
Blutzuckernormalwerte von Kaninchen liegen bei 112-135 mg/dl [61]. Der
Blutzucker der Kaninchen wurde tiglich mit einem Blutzuckermessgerit (Accu-
Chek Sensor System; Roche Diagnostics GmbH, Basel, CH) kontrolliert um
sicher zu gehen, dass innerhalb der 5-6 Wochen der Blutglukosewert nicht unter

das definierte Minimum sank.

Alloxan (2,4,5,6-Tetraoxypyrimidine; C4H,N,O,4; siehe Abbildung 3), ein
Pyrimidinabkdmmling und strukturell verwandt mit Barbitur- und Harnséure, ist
ein klassisches Diabetogen, welches spezifisch die B(-Zellen des Pankreas

zerstort.

Abb.3: Alloxan-Strukturformel

Alloxan

11
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Nach Gabe einer einzigen, diabetogenen ALX-Dosis zeigt der

Blutglukosespiegel einen charakteristischen, 3-phasigen Verlauf [15]:

1. eine frithe, deutliche Hyperglykdmie von 1-4-stiindiger Dauer, die
aufgrund eines plotzlichen Stopps der Insulinsekretion hervorgerufen
wird;

2. eine mehr oder weniger starke Hypoglykdmie von 6-12—stiindiger Dauer,
verursacht aufgrund einer massiven Insulinfreisetzung aus den
geschidigten und absterbenden B-Zellen;

3. eine lebenslange chronische Hyperglykdmie nach 24-48 Stunden, die
gekennzeichnet ist durch subnormale bis nicht mehr detektierbare
Plasmainsulinspiegel und Symptome, die dem Typ I DM des Menschen
sehr dhnlich sind (Hyperglykdmie, Glucosurie, Polydipsie, Polyurie und
Gewichtsverlust).

Histologisch treten innerhalb von 24 Stunden nach einer ALX-Behandlung

massive B-Zellnekrosen auf [4, 11, 39]. Fiir die B-Zellspezifitit wird die schnelle

und hohe Akkumulation von ALX in das endokrine Pankreas, speziell der B-

Zellen, verantwortlich gemacht [31].

Das toxische Potential von ALX besteht vorwiegend in der Bildung von

reaktiven  Sauerstoffspezies  [73];  hauptsdchlich  Superoxidanionen-,

Wasserstoffperoxid- und Hydroxylradikalen.

12
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2.2 Chirurgische Praparation

Bei allen 61 Tieren (Gruppen siehe Studienprotokoll) mit einem Gewicht von
2,5-3,2 kg (Mittelwert 2,8kg) wurde nach Lokalanisthesie mit einer Lidocain-
und Prilocainhaltigen Salbe (EMLA®) die laterale Ohrvene punktiert um
daraufhin die Anisthesie intravends (i.v.) mit Propofol (DISOPRIVAN®,
10mg/kg KG) einzuleiten. Zusitzlich bekamen die Tiere eine intramuskulire
(1.m.) S-Ketamin-Injektion (30mg/kg KG). Die Trachea wurde mit einem Tubus
(Innendurchmesser 3,0 mm) intubiert und mit einem
Neugeborenenbeatmungsbeutel beatmet. Die linke Thoraxwand wurde rasiert
und die Haut mit einem Antiseptikum (BRAUNOL®) desinfiziert. AnschlieBend
wurden die Tiere in den Operationssaal gebracht und die Lunge maschinell
ventiliert (Sulla 808, Drager AG, Liibeck, Deutschland). Abhidngig vom endtidal
gemessenen CO’-Gehalt (Datex Capnomac Ultima, Division of Instrumentarium
Corp., Helsinki, Finnland), der bei 35 mmHg liegen sollte, wurde die
Beatmungsfrequenz zwischen 30-35 /min und das Hubvolumen zwischen 15
und 20 ml eingestellt. Durch die Beimengung von 2-4 Vol% Isofluran
(ISOFLURAN®) zum Atemgasgemisch wurde die Anisthesie aufrechterhalten
und anhand des Fehlens von Reflexen die ausreichende Narkosetiefe festgestellt.
Alle chirurgischen Eingriffe wurden unter der Einhaltung steriler Kautelen
durchgefiihrt. Als Infektionsprophylaxe erhielten die Tiere préoperativ
Cephazolin i.v. (GRAMAXIN®, 35 mg/kg KG).

Durch eine linksseitige Thorakotomie im vierten Interkostalraum wurde erst der
Thorax und anschlieBend die Herzhohle durch eine perikardiale Inzision
eroffnet. Nach Aufsuchen des Hauptastes der linken Koronararterie wurde sie
mit zwei 5-0 Prolenendhten atraumatisch (Ethicon 5/0, 1-metrisch, TF)
umstochen. Der Abstand der beiden Ligaturen betrug maximal 1 mm. Im
Regelfall erfolgte die Umstechung der Koronararterie im proximalen Viertel.

Ein Spiraltubus (2,5 mm Innendurchmesser, Mallinckrodt Medical, Athlone,

13
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Irland) wurde durch subkutanes Tunneln zwischen beiden Schulterbléttern nach
AulBen gefiihrt und an der Haut fixiert, das intrathorakale Ende des Tubus in der
Nidhe der beiden Koronarumstechungen am Perikard mit einer Naht fixiert.
Beide Fadenpaare wurden durch den Tubus gezogen, so nach aullen geleitet und
anschlieBend der Tubus mit Vaseline gefiillt, um die Ausbildung eines
Pneumothorax zu verhindern. Unter Luftaspiration verschlossen wir den Thorax
Schicht fiir Schicht und versorgten die Wunde mit einem sterilen Verband.
Postoperativ erhielten die Tiere Piritramid (DIPIDOLOR®, 2 mg/kg KG) als
Analgetikum sowie das Antibiotikum Amoxicillin (DUPHAMOX®, 15 mg/kg
KG) zur Infektionsprophylaxe. AbschlieBend bekamen die Kaninchen eine
Weste angelegt (Kaninchen Weste, GroBe M, Byron, Grand Island, NY, USA)

um einen Schutz der Wunde als auch des Tubus zu gewihrleisten.

2.3 LPC-Protokoll

Nachdem sich die Tiere innerhalb von 7-10 Tagen von dem operativen Eingriff
erholt hatten, wurde unter elektrokardiographischer (EKG) Kontrolle (SC 9000,
Siemens AG, Diisseldorf, Deutschland) bei wachen Tieren der LPC-, DM+LPC-
und der DM+LPC+I-Gruppe (siehe Studienprotokoll) ein Fadenpaar fiir 5
Minuten straff zugezogen. Hierdurch kam es zu einer Okklusion der
Koronararterie mit nachfolgender Ischdamie des abhéangigen
Versorgungsgebietes. Diese wurde durch eine ST-Streckenhebung im EKG
bestitigt. AnschlieBend wurde das zugezogene Fadenpaar vollstindig gezogen,
um eine sichere Reperfusion zu gewihrleisten, welche innerhalb von 5 Minuten
anhand der EKG-Normalisierung objektiviert wurde (siche Abbildung 4).
Wihrend der Okklusion hielten wir mogliche Stressoren der Umgebung wie

Larm oder Unruhe so gering wie moglich; die Tiere verhielten sich dabei ruhig.
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Abb. 4: EKG wihrend der spéten Priakonditionierung (LPC)

Ausgangsbedingungen

1 Minute Okklusion

3 Minuten Okklusion

5 Minuten Okklusion

1 Minute Reperfusion

3 Minuten Reperfusion

5 Minuten Reperfusion
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2.4  Myokardinfarkt-Protokoll

Zu Beginn erhielten alle Tiere einen vendsen Zugang (siehe chirurgische
Préparation). Die Tiere der DM+I- und der DM+LPC+I-Gruppe erhielten eine
intravendse Schweineinsulingabe (Insulin S Hoechst, Aventis Pharma,
StraBburg, Frankreich), um die Blutglukose unter 200 mg/dl zu senken. Diese
Behandlung erfolgte ca. 90 Minuten vor der 30 miniitigen Ischdmie am noch
wachen Tier.

SchlieBlich erfolgte die Narkoseeinleitung bei allen Tieren erneut mit Propofol
(10 mg/kg Kg). Intubation und maschinelle Beatmung erfolgten wie
beschrieben. Nun wurde jedoch zur Aufrechterhaltung der Narkose den Tieren
eine i.v. Dauerinfusion o-Chloralose (40 mg/kg KG *h) verabreicht. Zur
Bestimmung von Hématokrit, Glukose- und Hamoglobinkonzentration wurden
in regelmédfBigen Intervallen Blutanalysen durchgefiihrt. Anhand von
ausbleibenden Muskelbewegungen und fehlender himodynamischer Reaktion
auf chirurgische Stimuli wurde eine suffiziente Narkosetiefe nachgewiesen.
Nach Punktion der rechten Vena jugularis communis mit einer
Venenverweilkaniile (VENFLONTM, 1,2 mm, Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden) erhielten die Tiere die Dauerinfusion einer physiologischen
Kochsalzlosung (15ml/kg KG *h), um den intraoperativen Blut- und
Flissigkeitsverlust zu kompensieren. Zur kontinuierlichen Aortendruckmessung
wurde ein 20-Gauge Teflonkatheter iiber die linke Arteria carotis communis in
den Aortenbogen eingefiihrt, mit 0,9%iger NaCl-Losung gefiillt und mit einem
Drucktransducer (AoP, Statham transducer, PD23, Gould, Cleveland, Ohio,
USA) verbunden. Nach medianer Thorakotomie und Er6ffnung des Perikards
brachten wir an der Aorta ascendens einen Ultraschallflussmesskopf (4S, T2008,
Transonic System Inc., Ithaka, NY, USA) an, um das Herzzeitvolumen (HZV)
abziiglich der Koronardurchblutung messen zu kénnen. Uber den linken Vorhof

wurde ein Katheterspitzenmanometer (SPC-340, Millar Instruments, Houston,

16
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USA) in den linken Ventrikel eingefiihrt. Hiermit wurde der linksventrikulére
Druck gemessen. Aus dem Signal wurde dP/dt abgeleitet. Das verbliebene
Fadenpaar wurde aufgesucht, freipriapariert und ein kleines Plastikrohrchen
(Okkluder) dariiber gezogen um spéter die Koronararterie fiir die Auslosung der
30-miniitigen Ischdmie verschlieBen zu kénnen. Abbildung 5 zeigt schematisch

das Herz nach der Versuchspréparation.

Abb. 5: Herz nach Versuchspraparation

Aortendruck

Aortentlulf3

linksventrikulirer
Druck

Okklusion
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Die zentrale Korpertemperatur wurde in der Thoraxhohle gemessen (GTH1160,
Digital Thermometer, Geisinger Electronic, Deutschland) und bei Bedarf mit
Hilfe einer Warmematte und Infrarotlampe konstant zwischen 38,3 °C und 38,7
°C gehalten.

Nach einer 15-miniitigen Stabilisierungsphase wurden die hdmodynamischen
und hédmatologischen Ausgangswerte (Baseline) registriert (siche Tabelle 1).
Diese Messungen wurden regelméfig bis zum Ende des Versuchs durchgefiihrt.

Die Tiere aller Gruppen wurden schlieBlich der 30-miniitigen Myokardischdmie
unterzogen indem der Okkluder zugezogen wurde. Der Erfolg der Okklusion
wurde anhand der sofort auftretenden epikardialen Zyanose im abhingigen
Versorgungsgebiet und den unter einer Oberflichen-EKG-Kontrolle (sieche
oben) auftretenden ST-Hebungen verifiziert. Wihrend der Okklusion eventuell
auftretendes Kammerflimmern wurde mit sofortiger interner elektrischer
Defibrillation (5 Joule, DCS261 Defibrillator, Piekser, Ratingen, Deutschland)
therapiert. Nach 30 Minuten wurde durch Offnung des Okkluders die 120-
miniitige Reperfusionsphase eingeleitet. Diese wurde anhand des zuvor
zyanotischen und nun hyperdmisch erscheinenden Segmentes und dem

Riickgang der ST-Hebungen verifiziert.
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2.5 InfarktgroRenbestimmung

Am Ende der 120-miniitigen Reperfusion erfolgte eine letale i.v. Trapanal-
Injektion (35 mg/kg KG), mit welcher wir das Herz zum Stillstand brachten, um
anschlieBend moglichst ziigig herausprdpariert, an eine modifizierte
Langendorff-Apparatur angebracht und so dem Fiarbevorgang iiberfiihrt zu
werden. Die Apparatur bestand aus einer Knopfkaniile, verbunden mit einem 3-
Wege-Hahn, an den jeweils eine 0,9%ige NaCl- sowie eine 0,2%ige Evans-
Blau-Infusion angeschlossen waren. Das frisch entnommene Herz wurde nun an
dem Aortenstumpf mit der Knopfkaniile verbunden, das distale Ende der Kaniile
iiber der Aortenklappenebene positioniert, um so selektiv die Koronararterien
retrograd und luftfrei mit den Lésungen (siehe oben) perfundieren zu kdnnen.
Zuerst perfundierten wir das Herz fiir ca. 5 Minuten mit Kochsalzlosung bei
einem Perfusionsdruck von ca. 100 cm Wassersdule. Hierdurch wurden
verbliebene Blutreste aus den Koronarien ausgewaschen. Anschlieend wurde
der verbliebene Okkluder zugezogen und das Herz fiir ca. 10 Minuten mit der
Evans-Blau-Losung und selbigem Perfusionsdruck retrograd durchspiilt. Erneute
Perfusion mit NaCl-Losung wusch intravaskuldr verbliebene Evans-Blau-Reste
aus. Durch dieses Verfahren verblieb das ischdmisch-reperfundierte Gebiet
(Risikogebiet) als einziger Bereich ungeférbt.

AnschlieBend wurden die Herzen durch transversale Schnitte in 2 mm dicke
Scheiben geschnitten und der rechte Ventrikel entfernt, da sich alle
Auswertungen nur auf den linken Ventrikel beziehen. Hiernach inkubierten wir
alle Scheiben fiir 15 Minuten bei 38 ©°C in einer gepufferten
Triphenyltetrazoliumchlorid-Lésung (TTC). Mit dieser Farbung erschien vitales
Gewebe rot, nekrotisches Gewebe hingegen ungefarbt. Die GroBle des linken
Ventrikels, des Risiko- und des Infarktgebietes wurden mittels EDV-
unterstiitzter Planimetrie bestimmt. Nach dem Trocknen (24 Stunden im

Wirmeschrank bei 45 °C) wurde bei allen Scheiben das Gewicht bestimmt. Die

19
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durch die Planimetrie bestimmten Flichen wurden nun im entsprechenden
Verhiltnis zum Trockengewicht der entsprechenden Scheibe als Gewichte
errechnet. Die  InfarktgroBen  entsprechen also den  gemessenen
Gewichtsverhiltnissen und werden in Gewichts-Prozent des Risikogebietes

angegeben (siehe Risikogebiet und InfarktgroBBe, Abb. 11, Seite 29).

2.6  Studienprotokoll

Das Studienprotokoll ist in Abb. 6 dargestellt. 61 Tiere (NZW, 2,5-3,2 kg KG,
Mittelgewicht 2,8 kg) wurden vor Studienbeginn randomisiert einer der 6
Versuchsgruppen zugeteilt. Bei allen Kaninchen wurde eine 30 min
Myokardischdmie (Indexischdmie) ausgeldst, der eine 120 min Reperfusion
folgte. Bei der LPC- (n=10), DM+LPC- (n=11) und die DM+LPC+I-Gruppe
(n=9) wurden durch eine 5-miniitige Myokardischdmie 24 Stunden vor der
Indexischdmie eine ischdmische Préakonditionierung induziert (siche LPC-
Protokoll, Seite 14). In den Gruppen DM+I (n=10) und DM+LPC+I (n=9)
wurden die wachen Tiere zusdtzlich 90 Minuten vor der Indexischdmie
intravends mit Schweineinsulin (Insulin S Hoechst, Aventis Pharma, Stra3burg,
Frankreich) behandelt, um die Blutglukose unter einen Wert von 200mg/dl zu
senken. Die Tiere der DM- (n=10) und der Kontrollgruppe (n=11) wurden nicht
prakonditioniert (keine LPC).
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Abb. 6: Studienprotokoll

1. Kontrolle | 30 | 120 |
2.LPC 5 24h | | 30° | 120° |
3.DM T 120° |
4. DM+LPC 5 24h | | 30° | 120° |
Insulin
5. DM+ v 90 [ 30 ] 120 |
Insulin
6. DM+LPC+I 5 2h v 0 [ 30 ] 120 |
I:I = Myokardischdmie I:I = Reperfusion
Kontrolle: n=11
LPC: n=10
DM: n=10 I . e
DM+LPC: =11 LPC  :spéte ischdmische Prikonditionierung
DM-+I: n=10 DM : Diabetes Mellitus
DM+LPCHI: n=09 I : 1.v. Insulinbehandlung

2.7 Datenverarbeitung

Der linksventrikuldre Druck (LVP), dessen erste Ableitung nach der Zeit
(dP/dt), der Aortendruck und das Herzzeitvolumen (Aortenfluss) wurden
kontinuierlich mittels eines Mehrkanalschreibers (Recorder 2800, Gould,
Cleveland, Ohio, USA) registriert. Zu festgelegten Messzeitpunkten wurden die
Daten mit einem analog-zu-digital Konverter (Data Translation, Marlboro, MA,

USA) digitalisiert und auf einem Personalcomputer weiterverarbeitet.
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2.8 Hamodynamische Variablen

Linksventrikuldrer systolischer Spitzendruck (LVSSD) und die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt,,) wurden als MaB fiir die globale
systolische Funktion gemessen. Das Minimum dP/dt (dP/dt,;,) definierte das
Ende der Systole. Der steile Anstieg des dP/dt,.. markierte das Ende der
Diastole. Der linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDD) und die
Zeitkonstante der isovolumetrischen Relaxation (t) wurden zur Beurteilung der
linksventrikuldren diastolischen Funktion herangezogen. Die Zeitkonstante der
isovolumetrischen Relaxation (t) wurde anhand folgender Formel errechnet:

Py = Py exp (-t/t), wobei P, der Druck zum Zeitpunkt t ist, P der LVEDD und
Tt die Zeitkonstante der isovolumetrischen Relaxation. Das Produkt aus
Herzfrequenz (HF) und linksventrikuldrem Spitzendruck (LVSD) (rate-pressure-
product, RPP) wurde als Determinante des myokardialen Sauerstoffverbrauches
berechnet. Der systemische vaskuldre Widerstand (SVR) wurde aus dem
mittleren Aortendruck (AoPc.,) und dem Herz-Zeit-Volumen (HZV) unter der
Annahme berechnet, dass der rechtsatriale Druck bei gedffnetem Thorax 0

mmHg betrigt.

2.9 Statistische Analyse

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben. Zum
statistischen Vergleich wurde der Student’s t-test mit der Bonferroni-Korrektur
fiir Mehrfachvergleiche durchgefiihrt. Anderungen wurden dann als signifikant

erachtet, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war.
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2.10 Proteinlevelbestimmung von endothelialer und induzierbarer
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS, iINOS)

Die Aorten von acht diabetischen (DM-Gruppe) und acht nicht-diabetischen
Tieren (Kontrollgruppe) wurden nach Versuchsende entnommen und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die gefrorenen Aorten wurden pulverisiert
und in eiskaltem TRIS-Puffer (5 mmol I, pH 7,4) gelost (weitere Inhaltsstoffe
der Losung: Proteaseinhibitor Leupeptin, Benzamidin, Aprotinin, PMSF und 10
ng ml” Antipain). Diese Losung wurde dann fiir 30 Sekunden in einem Polytron
Homogenisator homogenisiert und das Homogenisat fiir 10 min bei 100 g
zentrifugiert, um Partikel und Zellen zu entfernen. Die Proteinmenge wurde
mittels der Bradford-Methode bestimmt [12]. Das Protein (50 pg) wurde auf ein
SDS-7,5% Polyacrylamidgel aufgetragen. Die aufgetrennten Proteine wurden
auf eine 0,2 pm Nitrozellulosemembran in einer Transferkammer geblottet (Bio-
Rad, Hercules, USA). Die Blots wurden mit 5 % fettfreier Trockenmilch iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert und nach Auswaschen mit Maus Anti-Mensch eNOS
und iINOS monoklonalen IgG; (Verdiinnung 1:2500, BD Transduction
Laboratories, San Jose, USA) iiber 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach erneutem Waschen wurden die Blots mit einem zweiten Antikorper
(Meerrettich peroxidasegebundenes Anti-Maus IgG, Verdiinnung 1:5000,
Amersham Life Science, Piscataway, USA) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Der zweite Antikorper wurde mittels Chemilumineszenz (ECL)
Westernblot-Detektiersystem (Amersham Life Science, Piscataway, USA)
sichtbar gemacht. Menschliche Endothelzellextrakte dienten als Positivkontrolle.
Die Filme wurden densitometrisch (in optischen densitometrischen Einheiten
[odu] pro mm?) mittels Gel Doc Gel Documentation System (Bio-Rad, Hercules,

USA) analysiert.
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3. Ergebnisse

Von 61 Tieren wurden komplette Datensétze erhoben.
3.1 Blutglukosekonzentration

Kurz vor Durchfilhrung des Myokardinfarktprotokolls wurden die
Blutzuckerwerte am wachen Tier gemessen. Hierbei hing die Hohe des mittleren
Blutzuckerwertes von der Gruppe ab (siche Abbildung 7).

Die Tiere der Kontrollgruppe hatten einen mittleren Blutglukosewert von 100 +
18 mg/dl, die LPC-Gruppe lag bei 108 + 22 mg/dl. 401 £ 64 mg/dl zeigte die
DM-, 442 + 58 mg/dl in der DM+LPC-, 438 + 56 mg/dl in der DM+I- und 444 +
74 mg/dl in der DM+LPC+HI-Gruppe; die Werte der Insulingruppen sind
diabetisch, da kurz vor der akuten Insulinbehandlung gemessen wurde (vgl.

dagegen Blutzuckerwerte im Myokardinfarktprotokoll, Abb. 8).

Abb. 7: mittlere Blutzuckerwerte vor dem Myokardinfarktprotokoll
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LPC: Spite ischdmische Prikonditionierung; DM: Diabetes mellitus; I: kurzzeitige Insulinbehandlung
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Die Glukosekonzentration wéhrend des Experimentes
(Myokardinfarktprotokoll) ist in Abbildung 8 dargestellt. Der Mittelwert der
Kontrollgruppe lag hier bei 236 + 103 mg/dl, 203 + 59 mg/dl in der LPC-, 452 +
74 mg/dl in der DM- und 465 £+ 103 mg/dl in der DM+LPC-Gruppe.

Bei der DM+I- und der DM+LPC+I-Gruppe (Insulingruppen) lagen die
Mittelwerte bei 108 + 31 mg/dl bzw. bei 122 + 23 mg/dl. Hier hatten wir 90
Minuten vor der Indexischdmie eine akute Insulinbehandlung vorgenommen
(siehe Studienprotokoll, Seite 21).

Die Ausgangswerte der Blutglukose sind fiir die LPC- und Kontrollgruppe in
Abb. 8 hoher als in Abb. 7. Das liegt daran, dass die der Abb. 7 zugrunde
liegenden Werte vor der OP (chirurgische Priparation), und die der Abb. 8 nach
der OP gemessen wurden (siche Methodenkritik, Seite 39)

Abb. 8: Blutglukosekonzentration wahrend des Myokardinfarktprotokolls

OKkKI. Reperfusion
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LPC: Spate ischamische Préakonditionierung; DM: Diabetes mellitus; | : Insulinbehandlung (akut); Okkl: Koronarokklusion

25



3. Ergebnisse

3.2 Hamodynamische Variablen

Die hdmodynamischen Variablen jeder Gruppe sind in Tabelle 1 zusammen
gestellt. Bei den Ausgangswerten (Ruhebedingungen oder Baseline) zeigten sich
keine signifikanten hdmodynamischen Unterschiede. Auch wihrend des
Experimentes (Myokardinfarktprotokoll) gab es sowohl beim LVEDD (s. Abb.
9) als auch beim LVSSD und HZV (Abb. 10), dP/dt,.x, dP/dt,;,, RPP und SVR
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Koronarokklusion
wurde bei allen Tieren von einem Abfall des LVSSD (um ca. 19 %), des HZV
(um ca. 13 %), des dP/dt,.x (um ca. 26 %), des dP/dt,,;, (um ca. 30 %) und des
RPP (um ca.23 %) begleitet und zeigte bis zum Ende des Experimentes, also
auch nach der 30-miniitigen Okklusion, einen kontinuierlichen Abfall aller
dieser Variablen. Der LVEDD reduzierte sich auf 40 %, das HZV auf 29 %, das
dP/dt,.x auf 51 %, dP/dt,,;, bis 57 % und das RPP auf 50 % der Ausgangswerte
(Tabelle 1).

Abb. 9: linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDD)

OKKI. Reperfusion
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—@- LPC —¥— DM+LPC —{ 1~ DM+
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Abb. 10: HZV und linksventrikulérer systolischer Spitzendruck (LVSSD)
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Tabelle 1: Héimodynamische Variablen; LVEDD, linksventrikuldrer enddiastolische Druck;
HZzV, Herzzeitvolumen; dP/dt.,, maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit; dP/dtp,,
minimale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit; RPP, rate pressure product (Produkt aus
Herzfrequenz und linksventrikuldrem Spitzendruck, als Mall des myokardialen Sauerstoffverbrauches); SVR,
systemischer vaskuldrer Widerstand. LPC, spite ischdmische Prakonditionierung; DM, Diabetes Mellitus; I,
akute Insulinbehandlung (90 Minuten vor Koronarokklusion); Mittelwerte = SD.

Baseline Koronarokklusion Reperfusion

15 min 29 min 15 min 60 min 120 min
LVEDD (mm Hg)
Kontrolle 32+2.0 3.1+£2.2 27+1.4 3.0+1.9 27+1.2 3.0+2.0
LPC 4.1+£1.7 30+1.7 35+1.6 26+13 26+1.6 28+1.6
DM 30+1.2 26+1.2 2.8+0.8 26+0.5 27+1.1 27+£2.7
DM+LPC 24+1.5 24+1.1 22+1.0 23+1.0 24+£0.7 24+09
DM+I 25+1.6 23+14 25+12 29+1.1 29+1.1 3.0+09
DM+LPC+I 25+13 22+1.2 24+1.0 30+1.0 26+1.1 24+0.7
HZV(ml min™")
Kontrolle 222 +58 193 +£49 185+44 182+ 48 166 + 38 159+ 44
LPC 223 £ 81 200 £+ 81 199 +78 180+ 70 185+63 173 +49
DM 264 + 65 221+ 65 197 £51 200 + 64 187 +71 169+ 70
DM+LPC 261 +101 212+ 84 193+ 84 211+ 86 208 + 82 171 £ 67
DM+I 255+ 76 208 £ 60 204 £ 50 216+47 207 £52 188 +38
DM+LPC+I 282+ 61 281+ 69 252+ 77 263+ 74 246 £ 51 217+51
dP/dt,x(mm Hg s
Kontrolle 3949 + 1319 3102 + 1436 2751 +£985 2360 + 703 2152 +704 1801 + 640
LPC 3727 +985 2443 + 1265 2602 + 1412 2236+ 1126 2233 +1273 2142+ 1276
DM 4403 + 1159 3031 + 1262 2603 £1010 2363+ 1001 2200 £+ 962 1939 + 994
DM+LPC 3444 +£918 2425+ 994 2366 +930 2159 + 747 2073 £914 1656 £ 1183
DM+ 4111 +£1257 2886+ 1124 2904 + 891 2576 +£715 2444 + 542 2195 +442
DM+LPCH 4972 +1172 4307 £ 1516 3610 + 1431 3133+ 1055 2950+954 2290+ 607
dP/dt;,(mm Hg s'l)
Kontrolle -3246+ 1368  -2520+1208  -2072+ 837 -1847+ 727 -1506 + 597 -1170+ 523
LPC -3039 + 808 -1801 +979 -1795 + 996 -1635+942 -1593 £ 1008 -1451+986
DM -3460+978 2164+ 717 -1873 £ 629 -1723 + 732 -1426 + 597 -1110+ 565
DM+LPC -2935 + 994 -1821+929 -1731 £ 801 -1679+ 767 -1508 + 846 -1193+1222
DM+ -2729 + 766 -1987 + 737 -2018 + 645 -1901 + 498 -1658 +471 -1500+473
DM+LPCH -4136 +847 -3319 + 896 -2748 + 924 -2689 + 928 -2868 +£981 -2020 + 757
RPP (mm Hg min™)
Kontrolle 241207691 19402 +£7327 17141 +5377 15659+4361 13463+4592 11119=+4157
LPC 23953 +4076 18453 £5053 18045+5248 167564541 16565+6025 14283 +5217
DM 24679 +5196 17888 £5261 15898 +4771 14952+5000 12887 +4285 10930=+4479
DM+LPC  21156+4792 14830+£5225 13975+3644 13295+4006 12005+5115 9396 + 6414
DM+ 22191 +4484 17042 +5819 16132+4138 16060+=3498 14120+2817 12730+3047
DM+LPCHI 27666 +4776 22882 +5520 17447 +£3873 18561 +4108 17648+4902 13977 +3291
SVR (mm Hg ml™" min)
Kontrolle 0.36+0.07 0.34+0.07 0.31+0.07 0.28 +0.07 0.26 £0.06 0.23 +0.06
LPC 0.36+0.09 0.31+0.06 0.30+0.06 0.28+0.06 0.26+0.07 0.26+0.06
DM 0.33+0.08 0.29+0.07 0.28+0.08 0.25+0.04 0.24+0.04 0.23+0.04
DM+LPC 0.30+0.08 0.25+0.08 0.25+0.07 0.23+0.07 0.21+0.05 0.20+0.07
DM+I 0.26+0.06 0.28 +0.09 0.25+0.05 0.22+0.03 0.20+0.03 0.21+0.03
DM+LPC+H  0.32+0.08 0.28+0.05 0.26+0.04 0.23+0.03 0.23+0.04 0.22+0.05
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3.3 Risikogebiet und Infarktgroie

Bei der Bestimmung der Risikogebiete und der InfarktgroBBen wurde allein der
linke Ventrikel ausgewertet (siche InfarktgroBenbestimmung).

Das mittlere linksventrikuldre Trockengewicht der Kaninchenherzen lag bei
0,80 £ 0,12 g, mit keinen signifikanten Unterschieden zwischen den sechs
Gruppen.

Das Ischamie-Reperfusions-Gebiet (Risikogebiet) aller Tiere lag bei 0,22 + 0,09
g und machte damit 28 + 10 % des linken Ventrikels aus. Die Infarktgroen der
einzelnen Gruppen sind in Abbildung 11 in Gewichts-Prozent des

Risikogebietes dargestellt.

Abb. 11: InfarktgroBen (als Gewichts% des Risikogebietes)
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LPC: Spate ischamische Prakonditionierung; DM: Diabetes mellitus; | : Insulinbehandlung (akut)
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Die Tiere der Kontrollgruppe wiesen eine InfarktgroBe von 43 £ 13 % des
Risikogebietes auf. Die spdte ischdmische Pridkonditionierung verkleinerte die
InfarktgroBe auf 23 + 10 % des Risikogebietes (LPC, P = 0,003 vs. Kontrolle).
In den diabetischen Gruppen (DM, DM+LPC) war die Infarktgroe vergleichbar
mit der Kontrollgruppe, unabhingig davon, ob eine spite ischdmische
Prékonditionierung (LPC) durchgefiihrt wurde. In diesen Gruppen war die
Reduzierung der InfarktgroBe, welche durch die LPC erreicht wurde, blockiert
(DM 39 £ 11 %; DM+LPC 41 + 16 %; P=0,02 vs. LPC). Die DM+I-Gruppe,
also diabetische Tiere mit einer kurzzeitigen Insulinbehandlung, zeigte eine
InfarktgroBBe von 42 = 10 % des Risikogebietes.

Die akute Insulinbehandlung der diabetischen Gruppe, bei der eine LPC
vorgenommen worden war (DM+LPC+I), erbrachte keine
Infarktgrofenverkleinerung (DM+LPC+I 40 + 10 %, P = 0,03 vs. LPC). Der
blockierende Effekt eines Diabetes mellitus auf die LPC kann durch die akute

Insulinbehandlung nicht wieder riickgéngig gemacht werden.

3.4 eNOS- und iINOS-Proteinlevel der Aorta

Die gemessenen eNOS-Proteinlevel der diabetischen Tiere (nur DM-Gruppe)
waren signifikant kleiner als die der Kontrollgruppe (eNOS: DM 1,69 + 0,47
odu, vs. Kontrolle 3,76 = 0,47 odu, P = 0,001); siche Abbildung 12.

Es war kein signifikanter Unterschied zwischen den iNOS-Proteinlevel der
beiden Gruppen festzustellen (iINOS: DM 9,7 £+ 2,9 odu vs. Kontrolle 13,4 + 5,9
odu, P=0.15).
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Abb.12: eNOS- und iNOS-Proteinlevel der Aorta
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4. Diskussion

Wir untersuchten den Effekt eines Diabetes mellitus (DM), mit und ohne akute
Insulinbehandlung, auf die Myokardprotektion durch spate ischdmische
Prakonditionierung (LPC). Unsere Ergebnisse zeigen, dass ein DM den
kardioprotektiven Effekt der LPC an in vivo Kaninchenherzen blockiert. Eine
kurzzeitige Normalisierung des Blutglukosespiegels mit einer Insulinbehandlung

kann die Protektion nicht wieder herstellen.

4.1 Interpretation der Ergebnisse

Diabetiker haben trotz Verbesserung der Koronarvorsorge [56, 67] im Falle
eines Myokardinfarktes eine schlechtere Prognose als Nicht—Diabetiker. Fast
50% der Todesursachen bei Diabetikern ist die koronare Herzkrankheit (KHK)
[38]. Wie widerspriichliche Ergebnisse zeigen [25, 54, 89], konnte bisher die
Frage, ob das diabetische Herz wirklich anfilliger fiir Ischdmien ist, im
Tiermodell nicht endgiiltig gekldrt werden. Der protektive Effekt der LPC
jedoch geht sowohl bei akuter Hyperglykdmie kurz vor und wéhrend der
infarktauslosenden Ischdmie als auch bei chronisch diabetischen Kaninchen
verloren [20]. Dies kann mit Ergebnissen einer klinischen Studie von Ishihara et
al. in Einklang gebracht werden, in der gezeigt wurde, dass die Prognose des
akuten Herzinfarktes beziiglich Letalitit und linksventrikuldrer Funktion fiir
Patienten mit Angina pectoris (AP) in der Vorgeschichte besser ist als fiir
Patienten ohne AP (siche Abbildung 2). Bei Diabetikern ist die Prognose
unabhéngig von einer pectangindsen Vorgeschichte. Sie haben auch mit einer
pectangindsen Vorgeschichte eine dhnliche Prognose wie Nicht-Diabetiker ohne
AP in ihrer Vorgeschichte [34; 35]. Die verantwortlichen pathogenen

Mechanismen, die fiir das Phdnomen der erh6hten Morbiditdt und Mortalitit von
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4. Diskussion

Diabetikern verantwortlich sind, sind bisher nur sehr unvollstindig verstanden.
Bezogen auf die schlechte Prognose bei Diabetikern mit akutem Myokardinfarkt
konnte eine mogliche Erklarung der Verlust der endogenen kardioprotektiven
Mechanismen durch den Diabetes und/oder der Hyperglykdmie sein.
Ischamische Prikonditionierung verkleinert deutlich die InfarktgroBe in vivo
[8], und scheint eine wichtiger Faktor fiir der Reduktion der Infarkausdehnung
bei Patienten mit einer pectanginésen Vorgeschichte zu sein [49, 69].

Kersten et al. haben zeigen konnen, dass DM und Hyperglykdmien von 300 und
600 mg/dl die ,klassische® (= friihe) Prdkonditionierung (= EPC) bei
andsthesierten Hunden blockiert, unabhidngig von Plasmainsulinkonzentration
und Plasmaosmolaritét [43, 44]. In einer Folgestudie wiesen sie nach, dass die
Diazoxid-induzierte EPC, durch Diabetes und Hyperglykdmie aufgehoben wird
[42]. Diazoxid ist ein Kupp-Kanal-Agonist und fiihrt 2zu einer
medikamenteninduzierten (= pharmakologischen) EPC.

Folglich scheint ein hoher Plasmaglukosespiegel der entscheidende Faktor bei
einem DM zu sein, welcher die Kardioprotektion der EPC durch eine
Blockierung der Karp-Kanidle aufzuheben vermag. Es wurde bereits
nachgewiesen, dass das Offnen dieser K rp-Kanile eine Schliisselfunktion bei
der Vermittlung der Kardioprotektion der EPC, der LPC und der Kombination
von Beiden hat [64, 68].

In dieser Studie untersuchten wir den Effekt eines DM auf die kardioprotektive
Wirkung der LPC. Bei den nichtdiabetischen Tieren reduzierte die spite
Konditionierung (LPC) die Infarktgroe um fast 50 % (Kontrolle 43 % vs. LPC
23 % des Risikogebietes). Bei den diabetischen Tieren jedoch konnten wir keine
signifikante Verkleinerung der Infarktgrée durch eine LPC erzielen (Kontrolle
43 % vs. DM+LPC 41 % des Risikogebietes). Basierend auf den Erkenntnissen
von Kersten et al. in Bezug auf die EPC, und auf einer von uns zuvor
durchgefiihrten Studie, welche eine Blockierung der LPC durch eine akute

Hyperglykdmie an in vivo Kaninchenherzen nachwies [20], scheint es
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wahrscheinlich, dass die Blockade der LPC durch DM und akute
Hyperglykdmie ebenfalls der direkten Blockade von Karp-Kanidlen durch
Glukose zuzuschreiben ist. In unserer Studie zeigt sich aber, dass durch eine
,Wegnahme* des vermeintlich blockierenden Agens Glukose (in Form einer
Hyperglykdmie) mithilfe einer Insulinbehandlung, sich der kardioprotektive
Effekt einer LPC nicht wieder herstellen ldasst (DM+LPC+I 40 + 15 %, P = 0,03
vs. LPC). Die Blockierung der LPC durch einen DM und/oder eine
Hyperglykdmie [20] ldsst sich also durch eine Normalisierung des
Plasmaglukosespiegels nicht wieder riickgidngig machen. Diese Tatsache fiihrt

uns zu zwel moglichen Erkldrungen:

1.:  die durch eine Hyperglykédmie, in Form eines DM, induzierte Blockierung
der Karp-Kandle konnte nach einer Normalisierung  des
Blutglukosespiegels bestehen bleiben; und/oder

2: en DM konnte mit einem  weiteren Mechanismus  der

Signaltransduktionskaskade der LPC interferieren.

Zhao et al. zeigten an diabetischen Hunden eine reduzierte koronare NO-
Produktion [94]. Auch beim Menschen gibt es Hinweise dafiir, dass eine
Hyperglykédmie die Verfiigbarkeit von NO reduziert [26].

Lessar et al. fanden, dass bei Patienten mit Nitroglycerin eine LPC ausgeldst
werden kann [51]. NO scheint also als Mediator der LPC eine entscheidende
Rolle zu spielen [10]. Hierbei scheint die endothelialen-Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) das NO zu generieren, welches die Entstehung der LPC am
ersten Tag der Signaltransduktionskaskade triggert. Die induzierbare-
Stickstoffmonoxid-Synthase (INOS) dagegen scheint NO zu generieren, welches
am zweiten Tag der Signaltransduktionskaskade der LPC von Bedeutung ist

(vgl. LPC- Signaltransduktionskaskade, Abb. 1, Seite 4).
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Ubereinstimmend mit diesen Studien zeigten wir eine Reduktion der eNOS im
Aortengewebe der diabetischen Kaninchen. Die iNOS hingegen war bei den
diabetischen und bei den nichtdiabetischen Kaninchen in gleicher Aktivitét
vorhanden. Dass Diabetes im Zusammenhang mit einer reduzierten Aktivitét der
eNOS steht, konnte das Phanomen der persistierenden LPC Blockierung auch
nach einer Normalisierung des Blutglukosespiegels der diabetischen Tiere
erkldren (siche Abb. 13). In den Herzzellen von diabetischen Ratten
(streptozocin-induziert) ist die e-Isoform der Proteinkinase C (PKC) reduziert
[41]. Die Bereitstellung der e-Isoform der PKC scheint ein wichtiger Faktor bei
der Signaltransduktion der ischdmisch-induzierten- als auch der durch NO-
Donatoren induzierten [8] LPC zu sein. Somit konnte fiir den von uns am
Kaninchen beobachteten blockierenden Effekt des DM auf die LPC, neben dem
direkten Effekt einer Hyperglykdmie auf die K,rp-Kanéle, eine verminderte NO-
Freisetzung durch eine Reduktion der eNOS- und/oder PKC-Aktivitit

verantwortlich sein.
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Abb. 13: Wo blockiert der Diabetes mellitus die Signaltransduktionskaskade?
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5. Methodenkritik

5.1 Einfluss der InfarktgroRe auf die funktionelle Erholung der Herzen

In unserer Studie hatte die Reduktion der Infarktgrof3e in der LPC-Gruppe keine
bessere funktionale Erholung der Herzen zur Folge. Dies steht im Gegensatz zu
Ergebnissen von Bolli et al, bei denen Kaninchenherzen nach ischimischer
LPC-Induktion eine bessere Funktion haben [9]. Im Unterschied zu unserem
Versuchsprogramm setzte Bolli et al. die Herzen aber keiner ldngeren
infarktinduzierenden Ischdmie aus. In dem von Bolli et al. eingesetzten Modell
wurden die Kaninchen an drei aufeinander folgenden Tagen jeweils sechs
Zyklen von je vier Minuten Koronarokklusion ausgesetzt, gefolgt von jeweils
vier Minuten Reperfusion. Dies flihrte zu keinem Infarkt, aber an den Tagen
zwei und drei zu einer besseren funktionellen Erholung der kontraktilen
Funktion. Als Mall der kontraktilen Funktion wurde von Bolli et al. die
Wandverdickungsfraktion mittels Ultraschalldopplerkristallen gemessen. Auch
von Cohen et al. wurde die regionale Wandfunktion nach ischimischer
Priakonditionierung als Mal3 der kontraktilen Myokardfunktion gemessen [14].
Im Gegensatz zu Bolli et al. untersuchten Cohen et al. dies aber fiir EPC. Cohen
et al. prdkonditionirten die Tiere durch eine 5-miniitige Ischdmie gefolgt von
einer 30-miniitigen Koronarischdmie, wodurch Infarkte nachweisbar waren. Die
Tiere wurden drei Tage lang beobachtet und der Verlauf der
Wandverdickungsfraktion registriert. Cohen et al. stellten fest, dass eine bessere
funktionelle Erholung der Herzen nach ischdmischer Prikonditionierung und
einer 30-miniitigen regionalen Myokardischdmie frithestens nach einem Tag
Reperfusion zu erwarten ist. Nach Ansicht Cohens et al. befanden sich die
Herzen nach der Ischdmie im Stadium der reversiblen kontraktilen Dysfunktion

(Stunning). Erst nach etwa 24 Stunden bilde sich das Stunning zuriick, so dass
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erst danach Unterschiede in der Funktionserholung durch kleinere Infarkte der
Herzen, die ischdmisch prékonditioniert wurden, messbar wurden. Weder Bolli
et al. noch Cohen et al. machen Angaben zur globalen Herzfunktion wie
Ventrikeldruck oder dP/dt max. In der vorliegenden Studie wurde keine
Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich dieser Parameter beobachtet.
Dies bedeutet, dass in dem von uns beobachteten Zeitraum von zwei Stunden
Reperfusion die kleineren Infarkte der prikonditionierten Tiere keinen Einfluss
auf die globale hiamodynamische Funktion der Herzen haben. Als mogliche
Ursache kommt auch hier die reversible kontraktile Dysfunktion in Frage.
Auflerdem nahm das Risikogebiet durchschnittlich 28 % des linken Ventrikels
ein. Die InfarktgroBe lag zwischen 23 % (LPC-Gruppe) und 43 %
(Kontrollgruppe) des Risikogebietes. Sie betrug also nur 6-12 % des
linksventrikuldren Gewichts. Diese kleinen Unterschiede in der Infarktgrofe
zwischen den Gruppen und die reversible kontraktile Dysfunktion (Stunning)
konnten erkldren, warum in unserer Studie keine verbesserte funktionelle

Erholung des Herzens durch InfarktgroBenreduzierung (LPC) beobachtet wurde.

5.2  Dauer der ischamischen Préakonditionierung

Wir konnen nicht ausschlieBen, dass unter diabetischen, also hyperglykdmen
Bedingungen, ein anderes Prakonditionierungsprotokoll andere Effekte hitte.
Die Reduzierung des Infarktgebietes der LPC-Gruppe, erreicht durch eine 5-
miniitige Ischdmie, ist jedoch mit Infarktverkleinerung vergleichbar, die von
anderen Arbeitsgruppen mit differenten Protokollen beobachtet wurden [72, 90].
Baxter et al. zeigten fiir das Kaninchen, dass eine einmalige S5-miniitige
Koronarischdmie ausreicht (die Zeit die unser Protokoll vorsah), um eine spite
Prakonditionierung zu induzieren. Weitere Ischdmie-Zyklen erbrachten keine

Verstiarkung der Kardioprotektion [5]. Dies deckt sich mit Daten unseres Labors,
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in denen aus einer 5-miniitigen Ischimie eine dhnliche InfarktgréBenreduktion
resultiert wie aus fiinf Zyklen 4-mintitiger Ischdmien [21]. Die Vermutung einer
submaximalen Wirkung, der in dieser Studie von uns durchgefiihrten LPC,

erscheint daher als unwahrscheinlich.

5.3 Blutglukosespiegel

Bei den nicht diabetischen Tieren beobachteten wir nach der chirurgischen
Praparation unter Ruhebedingungen erhohte Blutglukosekonzentrationen von
236 = 103 mg/dl (Kontroll-) und von 203 + 59 mg/dl (LPC-Gruppe; siche Abb.
8 auf Seite 25). Dieses Phinomen kann durch den chirurgischen Stress erklért
werden, welcher die Glukosekonzentration im Blut durch verminderten
Verbrauch [75] und gesteigerte Glukoneogenese [55] erhoht. Trotz dieser
erhohten Blutzuckerwerte kam es zu einem deutlich protektiven Effekt der
spiaten Prakonditionierung. Es scheint also eine nur geringe Erhohung der
Blutglukosekonzentration keinen oder nur einen geringen FEinfluss auf die

Kardioprotektion der LPC zu haben.

5.4 Alloxan

Wir benutzten Alloxan (ALX), also ein toxin-induziertes Diabetes mellitus
(DM)- Modell, um den DM bei den Tieren hervorzurufen. Alle Studien, die den
Effekt eines DM auf die friihe Prikonditionierung untersuchten, verwendeten
dieses Model. Diese Studien wurden allerdings mit Hunden durchgefiihrt [42,
44, 84].

ALX ist als ein klassisches Diabetogen bekannt [19], welches selektiv die B-
Zellen des Pankreas zerstort und so ein dem Typ 1 DM &hnliches Krankheitsbild
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imitiert. Ob ALX mit den Kanélen und Proteinen der Signaltranduktionskaskade
der LPC interargiert, ist bisher nicht bekannt. Ein solcher Effekt scheint zwar

unwahrscheinlich, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

5.5 InfarktgroRenbestimmung und Dauer der Reperfusion

Die GroBle eines Myokardinfarktes wird unter anderem durch die Grofle des
Gebietes beeinflusst, welches der Ischamie ausgesetzt war [23]. Fiir Kaninchen
gilt die Korrelation von Risikogebiet und InfarktgroBe nicht fiir sehr kleine
Risikogebiete. So kann man bei sehr kleinen Risikogebieten keine Infarkte
nachweisen, da diese auch wiahrend einer Okklusion der versorgenden
Koronararterie durch Diffusion oder durch retrograden Fluss iiber die Vv.
thebesei mit Sauerstoff und Substraten versorgt werden [92]. Versuche mit
einem geringeren Risikogebiet als 0,05 g Trockengewicht wéren so aus der
Versuchsreihe ausgeschlossen worden.

Zur  Bestimmung der Grofe von  Myokardinfarkten ist  die
Triphenyltetrazoliumchlorid-(TTC) Farbung eine anerkannte und gebrauchliche
Methode [48, 88]. In vitalem Myokard wird TTC zu einem roten
Formazanfarbstoff reduziert. Hierbei reagiert TTC mit membranstindigen
Diaphorasen, die NADH und NADPH als Kofaktoren bendtigen. Bei frischen
Infarkten wird jedoch durch das Fehlen der Kofaktoren die Reduzierung des
TTC und somit die Bildung des roten Farbkomplexes verhindert [46]. Mit
Beginn der Reperfusion werden die Kofaktoren aus den nekrotischen Zellen
ausgewaschen. Nun fiarben sich nur noch vitale Zellen, also solche, die noch
intakte Zellmembranen und somit noch den Kofaktor besitzen, rot an. Ist die
Reperfusion nicht lang genug, werden nicht alle Kofaktoren aus den
nekrotischen Zellen ausgewaschen. Man wiirde falsch kleine Infarkte

bestimmen.
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5.6 eNOS-Proteinlevel

Die eNOS-Werte der diabetischen Gruppe stammen nur von der rein
diabetischen Gruppe (DM). Wir haben also keine eNOS-Werte der DM+LPC-,
DM+I- und der DM+LPC+I-Gruppen bestimmt. Wir konnen also nicht
ausschlieBen, dass die Insulinbehandlung 90 Minuten vor der langen (30-
miniitigen) Ischdmie oder die LPC einen FEinfluss auf das eNOS-Proteinlevel
hat. Da sich die vier diabetischen Gruppen (DM, DM+LPC, DM+,
DM-+LPCHI) hinsichtlich der Infarktgrofen jedoch nicht signifikant voneinander
unterscheiden, gehen wir davon aus, dass eine akute kurzzeitige
Insulinbehandlung oder die LPC selber keinen oder nur einen geringen Einfluss
auf das eNOS-Proteinlevel hat, und dieses auch in den anderen diabetischen

Gruppen (DM+LPC, DM+I, DM+LPC+I) erniedrigt sein wird.
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6. Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass ein Diabetes mellitus die
Kardioprotektion einer spiten ischdmischen Prikonditionierung (LPC) beim in
vivo Kaninchenherzen blockiert. Eine kurzzeitige Normalisierung des
Blutglukosespiegels durch eine  Insulinbehandlung kurz vor der
infarktinduzierenden (langen) Ischdmie kann die Protektion der LPC nicht
wieder herstellen, wobei eine Verminderung der endothelialen-
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) eine Erklidrung fiir dieses Phdnomen sein
konnte.

Der Ausfall endogener kardioprotektiver Mechanismen der LPC mag zu der
klinisch schlechten Prognose von Diabetikern mit einem akuten Myokardinfarkt
beitragen. Zum Beispiel bei herzchirurgischen Interventionen macht es bei
Diabetikern keinen Sinn, eine friihe oder eine spite Priakonditionierung
durchzufiihren. Auch die akute Gabe von Insulin dndert nichts daran, dass sich
diabetische Herzen nicht pridkonditionieren lassen. Die Pathomechanismen
dieser Blockierung sind jedoch weiterhin unklar und Gegenstand weiterer

Forschung.
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Fragestellung:

Diabetes mellitus und Hyperglykdmie sind bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt mit einer erhohten Letalitdit verbunden. Bekannt ist, dass
Hyperglykdmie den kardioprotektiven Effekt der friithen ischdmischen
Prakonditionierung (EPC) aufhebt; wahrscheinlich durch Blockierung der Karp—
Kanile. Es konnte gezeigt werden, dass eine akute Hyperglykdmie wihrend der
Infarkt-induzierenden Ischdmie auch den kardioprotektiven Effekt der spiten
ischdmischen Prakonditionierung (LPC) blockiert. Diese Studie untersuchte den
Effekt eines Alloxan-induzierten Diabetes mellitus (DM) auf die LPC an
Kaninchenherzen in vivo und welchen Einfluss eine kurzzeitige
Insulinbehandlung (I) hat. Da Diabetes die Verfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid
(NO) zu reduzieren scheint, und NO eine entscheidende Rolle als Mediator der
LPC hat, bestimmten wir bei den diabetischen Tieren die Proteinlevel der
induzierbaren- und der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS, eNOS)
des Aortengewebes.

Methodik:

61 Kaninchen, zuvor 6 Gruppen zugeteilt (Kontrolle, LPC, DM, DM+LPC,
DM+I, DM+LPC+I), wurden chronisch mit einem Koronararterienokkluder
instrumentiert. Die Kaninchen der DM-Gruppen wurden 5-6 Wochen vor der
Instrumentierung durch Alloxan (100 mg/kg 1.v.) in eine diabetische
Stoffwechsellage  versetzt. Alle Tiere wurden einer 30-miniitigen
Koronararterienokklusion (Indexischdmie) gefolgt von einer 2-stiindigen
Reperfusion (I/R) unterzogen, wobei 90 Minuten vor I/R in 2 DM-Gruppen
(DM+I, DM+LPC+I) eine kurzzeitige Insulinbehandlung durchgefiihrt wurde.
Bei den LPC-Gruppen wurde 24 Stunden vor I/R eine 5-miniitige myokardiale
Ischdmie hervorgerufen (LPC). Die Kontrollgruppe wurde nicht weiter

behandelt. Nach I/R bestimmten wir die InfarktgroBe (IS). Die eNOS- und
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INOS-Proteinlevel bestimmten wir mithilfe des Westernblot-Verfahrens;
gemessen in optischen densometrischen Einheiten [odu] pro mm’.

Statistische Analyse:

Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung prisentiert. Zum
statistischen Vergleich wurde der Student’s t-Test mit der Bonferroni-Korrektur
fiir Mehrfachvergleiche durchgefiihrt. Anderungen waren signifikant, wenn der
P-Wert kleiner als 0,05 war.

Ergebnisse:

Die spite Priakonditionierung reduzierte die IS von 43 + 13 % (Kontrolle) auf 23
+ 10 % (LPC) des ischamischen Gebietes (Risikogebiet) (P = 0,003). Die DM-
Gruppe zeigte eine IS von 39 + 11 %, wobei ein kardioprotektiver Effekt durch
eine LPC bei den diabetischen Tieren nicht nachgewiesen werden konnte
(DM+LPC 41 £ 16 %; P = 0,02 vs. LPC). Die akute Insulinbehandlung erbrachte
keine InfarktgroBenverkleinerung, konnte die Blockierung der LPC also nicht
autheben (DM+I, 42 + 15 %; DM+LPC+I 40 = 10 %, P = 0,03 vs. LPC). Die
gemessenen eNOS-Proteinlevel der diabetischen Tiere waren signifikant kleiner
als die der Kontrollgruppe (eNOS: DM 1,69 + 0,47 odu, vs. Kontrolle 3,76 +
0,47 odu, P = 0,001). Kein Unterschied zwischen den iNOS-Proteinlevel der
beiden Gruppen (iNOS: DM 9,7 £+ 2,9 odu vs. Kontrolle 13,4 £ 5,9 odu, P =
0.15).

Schlussfolgerung:

Diabetes mellitus blockiert die Kardioprotektion der spéten ischdmischen
Priakonditionierung (LPC) beim Kaninchenherzen in vivo. Eine kurzzeitige
Normalisierung des Blutglukosespiegels durch eine Insulinbehandlung 90
Minuten vor der Indexischimie kann die Protektion der LPC nicht wieder
herstellen. Eine Verminderung der eNOS konnte eine Erkldarung fiir dieses

Phidnomen sein.
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Diabetes mellitus blockiert die spite Phase der ischdmischen
Prakonditionierung am Kaninchenherzen in vivo

Abstract

Fragestellung: Diabetes mellitus und Hyperglykdmie sind bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt mit einer erhdhten Letalitit verbunden. Bekannt ist, dass Hyperglykédmie den
kardioprotektiven Effekt der frithen ischdmischen Préakonditionierung (EPC) aufhebt;
wahrscheinlich durch Blockierung der ATP abhidngigen Kaliumkanile (Karp—Kanéle). Es
konnte gezeigt werden, dass eine akute Hyperglykdmie wéhrend der Infarkt-induzierenden
Ischdmie auch den kardioprotektiven Effekt der spéten ischdmischen Prikonditionierung
(LPC) blockiert. Diese Studie untersuchte den Effekt eines Alloxan-induzierten Diabetes
mellitus (DM) auf die LPC an Kaninchenherzen in vivo und welchen Einfluss eine kurzzeitige
Insulinbehandlung (I) hat. Da Diabetes die Verfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) zu
reduzieren scheint, und NO eine entscheidende Rolle als Mediator der LPC hat, bestimmten
wir bei den Diabetischen Tieren die Proteinlevel der induzierbaren- als auch der endothelialen
NO-Synthase (iNOS, eNOS) des Aortengewebes.

Methodik: 61 Kaninchen zuvor 6 Gruppen zugeteilt (Kontrolle, LPC, DM, DM+LPC, DM+,
DM+LPC+I) wurden chronisch mit einem Koronararterienokkluder instrumentiert. Die
Kaninchen der DM-Gruppen wurden 5-6 Wochen vor der Instrumentierung durch Alloxan
(100 mg/kg i.v.) in eine diabetische Stoffwechsellage versetzt. Alle Tiere wurden einer 30-
miniitigen Koronararterienokklusion (Indexischdmie) gefolgt von einer 2-stiindigen
Reperfusion (I/R) unterzogen, wobei 90 Minuten vor I/R in 2 DM-Gruppen (DM+I,
DM+LPCHI) eine kurzzeitige Insulinbehandlung durchgefiihrt wurde. Bei der LPC-Gruppe
wurde 24 Stunden vor I/R eine 5-miniitige myokardiale Ischdmie hervorgerufen (LPC). Die
Kontrollgruppe wurde nicht weiter behandelt. Nach I/R bestimmten wir die InfarktgroBe (IS).
Die eNOS- und iNOS-Proteinlevel bestimmten wir mithilfe des Westernblot-Verfahrens;
gemessen in optischen densometrischen Einheiten [odu] pro mm®.

Statistische Analyse: Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung présentiert.
Zum statistischen Vergleich wurde der Student’s t-Test mit der Bonferroni-Korrektur fiir
Mehrfachvergleiche durchgefiihrt. Anderungen waren signifikant, wenn der p-Wert kleiner als
0,05 war.

Ergebnisse: Die spite Prakonditionierung reduzierte die IS von 43 + 13 % (Kontrolle) auf 23
+ 10 % (LPC) des ischamischen Gebietes (Risikogebiet) (P=0,003). Die DM-Gruppe zeigte
eine IS von 39 + 11 %, wobei ein kardioprotektiver Effekt durch eine LPC bei den
diabetischen Tieren nicht nachgewiesen werden konnte (DM+LPC 41 + 16 %; P=0,02 vs.
LPC). Die akute Insulinbehandlung erbrachte keine InfarktgroBenverkleinerung, konnte die
Blockierung der LPC also nicht autheben (DM+1, 42 + 15 %; DM+LPC+I 40 + 10 %, P=0,03
vs. LPC). Die gemessenen eNOS-Proteinlevel der diabetischen Tiere waren signifikant
kleiner als die der Kontrollgruppe (eNOS: DM 1,69 + 0,47 odu, vs. Kontrolle 3,76 + 0,47 odu,
P=0,001). Kein Unterschied zwischen den iNOS-Proteinlevel der beiden Gruppen (iNOS: DM
9,7 2,9 odu vs. Kontrolle 13,4 + 5,9 odu, P=0.15).

Schlussfolgerung: Diabetes mellitus blockiert die Kardioprotektion der spiten ischdmischen
Prakonditionierung (LPC) beim Kaninchenherzen in vivo. Eine kurzzeitige Normalisierung
des Blutglukosespiegels durch eine Insulinbehandlung 90 Minuten vor der Indexischidmie
kann die Protektion der LPC nicht wieder herstellen. Eine Verminderung der endothelialen-
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) konnte eine Erklarung fiir dieses Phdnomen sein.
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