Aus dem Zentrum fir Operative Medizin |
Forschungsgruppe Experimentelle Chirurgie
Universitatsklinikum Disseldorf
Geschéftsfihrender Direktor: Prof. Dr. E. Gams

Betreuer: Prof. Dr. J. D. Schipke

Uber den Einfluss der Nachlastbedingungen auf Eigenschaften des

stunned Myokard

Eine Studie an blutperfundierten, isolierten Kaninchenherzen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
Der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat

Disseldorf

vorgelegt von

Judith Nana Djiepmo

2005



“ Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen

Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf “

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

Dekan

Referent : Prof. Dr. Schipke

Korreferent : Univ.-Prof. Dr. Thamer



Inhaltsverzeichnis

T EINIEITUNG oo 1
2 MethOdiK ........oooiiiiiiiiie e e e e e e e 5
2.1 Versuchstiere und Praparation ... 5
2.2 Langendorff-ANIage ... 6
2.2.1 Perfusionskreislauf ... 7
2.2.2 Systemischer Kreislauf ..o 8

2.3 PerfusionsmediUm ... 11
2.4 SUDSIANZ ..o 12
2.5 Experimentelles Protokoll ... 13
2.6 Datenerfassung: gemessene Variablen, gemessene Laborwerte ...... 14
2.7 Berechnungen und Statistik ... 15

3 ErgebniSsSe ... 16
3.1 SystolisChe GrOBEN ....cooiiiii e 16

- HerzfreQueNz ... 16

- Linksventrikuldres Fordervolumen ... 17

- SChlagVoIUMEN ..o 18

- Maximaler linksventrikularer Druck .........cooovviiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 19

- Maximale linksventrikulare Druck&nderungsgeschwindigkeit ......... 20

- Herzarbeit ..o 21

3.2 DiastoliSChe GrOBEN ...oooeeiiieiiieeeee e e 22

- Minimale linksventrikuldre Druck&nderungsgeschwindigkeit .......... 22

- Enddiastolischer linksventrikularer Druck ...........cooovvvvveiiiiiieeeeeneeen. 22

3.3 KoronardurchblUtung ... 23

- Koronarfluss ..o 23

3.4 Myokardialer Sauerstoffverbrauch ... 25

- Arteriovendse Sauerstoffdifferenz ... 25

- Myokardialer Sauerstoffverbrauch pro 100 g ...cccvvvveeeeeeeeeiiiieee, 26

- Myokardialer Sauerstoffverbrauch pro Schlag ......cccccceeeviiiinnnneen. 27

3.5 Externer Wirkungsgrad-INdeXx ... 28
3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse ... 29

4 DisSKUSSION ... 30
4.1 Kritik der MethOde ... 30
4.2 Diskussion der ErgebniSSe ......ccccooiiiiiiiiiiiiiee 32
4.3 KIinische ReleVANZ ... 42
4.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung .......cccccciiiiiieiinnnnes 43

5 Literaturverzeichnis ... 46

6 LebenslaUl ..., 56






1 Einleitung

Betrachtet man die Rolle, die kardiovaskulare Erkrankungen in Mortalitats- und
Morbiditatsstatistiken zumindest in der westlichen Welt spielen, so verwundert
es nicht, dass sie seit langem einen Schwerpunkt der medizinischen Forschung
bilden; so wird es vermutlich auch in Zukunft bleiben.

Viele interessante Phanomene sind dabei bereits beschrieben worden: so fand
man bei winterschlafenden Tieren, dass sie nicht nur ihren Stoffwechsel
herunterregulieren, woraus Hypothermie, Bradypneu und Bradykardie resul-
tieren (Bolling et al., 1997), sondern auch, dass sich der Stoffwechsel auf
zellularer Ebene verandert und die myokardiale Aktivitat vermindert. Eine
gewisse Analogie wurde an Herzen beobachtet, bei welchen es wahrend einer
persistierenden, moderaten Ischamie nicht zu einem Zelluntergang sondern zu
einer Herunter-Regulation der kontraktilen Funktion kam. Fir dieses kardio-
protektive Phanomen — bei welchem sich Sauerstoffangebot und Sauerstoff-
nachfrage auf einem niedrigeren Niveau in einem neuen Gleichgewicht
befanden — wurde der Begriff ‘'myokardiale Hibernation’ gepragt (Rahimtoola,
1989). Untersuchungen zu diesem Thema wurden auch von uns durchgefihrt,
sind aber nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit (Schipke, 1991; Schipke,
1995; Schipke et al., 2001).

Gegenstand dieser Studie soll ein anderes Paradigma der koronaren Herz-
krankheit sein, namlich das 'myokardiale Stunning’. Vor nunmehr fast 30 Jahren
wurde beobachtet, dass nach kurzer Okklusion einer Koronararterie nach

normalisierter Durchblutung — also wahrend der Reperfusion — ein Funktions-



defizit erhalten blieb (Heyndrickx et al., 1975). Weitere Untersuchungen zeigten,
dass es zu einer Erholung von dieser postischamischen Dysfunktion kommen
kann, wenn die Ischdmiedauer nur kurz ist (z.B. < 20 min; Braunwald et al.,
1982). Diese Erholung kann in Abhangigkeit von der Schwere der Ischamie
Tage oder Wochen dauern. Erst wenn der ischamische Stress eine gewisse
Schwelle Uberschreitet, kommt es zu irreversiblen Schadigungen, d.h. zu
Nekrosen.
Myokardiales Stunning ist sowohl bei regionaler als auch bei globaler Ischamie
(Bolli, 1990), in vitro und in vivo und ebenfalls bei arbeitsinduzierter Ischamie
nachweisbar (Thaulow et al., 1989). Daraus kann abgeleitet werden, dass das
myokardiale Stunning sowohl durch ein vermindertes Sauerstoffangebot
(=Angebotsischamie) als auch durch einen erhdhten Sauerstoffbedarf
(=Bedarfsischamie) zustande kommen kann. Und — besonders wichtig — Stun-
ning ist nicht nur im Tierexperiment zu beobachten sondern auch beim Men-
schen, z.B. nach Interventionen an den KoronargefadBen oder nach Bypass-
Operationen (Camici et al., 1999; Futterman et al., 2000; Lorusso et al., 2001).
Was sind nun Ursachen fir myokardiales Stunning? Die bisherigen Erkennt-
nisse deuten vor allem auf zwei Mechanismen hin, die heute weitgehend akzep-
tiert sind, wenn auch die eindeutige Kausalitat noch aussteht:

e Bildung von freien Radikalen (Przyklenk and Kloner, 1989; Sorescu et

al., 2002) und
e Ungleichgewicht im Ca?*-Haushalt (Frass et al., 1993; Endoh, 1998):
- Ca*-Uberladung wahrend der Ischamie/Reperfusion (Steenbergen et

al., 1990; Kusuoka et al., 1993)



- verminderte Sensitivitdt der kontraktilen Filamente gegeniiber Ca®*
(Korbmacher et al., 1994).

Méglicherweise handelt es sich bei den beiden Mechanismen aber auch um
zwei Facetten des gleichen Geschehens (Hearse, 1991; Bolli et al., 1999). Man
geht davon aus, dass freie Radikale in den Ca®*-Stoffwechsel eingreifen oder
die Affinitat der kontraktilen Filamente fiir Ca®* verdndern. Eigene Unter-
suchungen bestatigen die Relevanz der 'Radikal-Theorie’ (Nickel et al., 2001).
Ein weiteres wichtiges Stichwort im Rahmen dieser Untersuchung ist
'shortening deactivation’. Hiermit wird die unterschiedliche Spannungsent-
wicklung eines Muskels bei isotonischer im Vergleich zur isometrischen Kon-
traktion beschrieben (Leach et al., 1999). Bereits Ende der 60er Jahre wurde
nachgewiesen, dass eine sich verkirzende Muskelfaser bei gleicher Kontrak-
tionsdauer eine geringere Kontraktionskraft entwickelt als eine isometrisch kon-
trahierende Muskelfaser (Brady, 1967; Edman, 1975). Als Ursache wurde eine
strukturelle Veranderung der Myofilamente vermutet. Auch an isolierten Herz-
muskelzellen wurde dieses Phanomen beobachtet (Brady, 1967). Es schien bei
der verkirzenden Kontraktion zu einer Entkopplung oder Deaktivierung von
Myofilamenten zu kommen. Der Schliissel zur Erklarung scheint in der Ca*'-
Konzentration zu liegen: die Deaktivierung nach einer schnellen Verkirzung
geht mit einer verminderten Affinitdt des Troponin C fir Ca®" einher (Allen,
1988). Der resultierende Uberschuss an freiem Ca®** wird vom sarkoplasma-
tischen Retikulum aufgenommen und steht damit flr weitere Kontraktionen
nicht mehr zur Verfiilgung; aus dem relativen Ca?*-Mangel ergibt sich Deakti-

vierung fur einen Teil der Myofilamente.



Was bedeutet das flr den postischdmisch / reperfundierten Herzmuskel?
Druckarbeit ist fir das Herz energetisch unginstiger als Volumenarbeit, und
damit mit einem hdéheren Sauerstoffverbrauch verbunden (Schmidt/Thews,
1997). Dies kdénnte daran liegen, dass bei erhdhter Nachlast der isometrische
Anteil an der Gesamtkontraktion erhéht und damit der Anteil der isotonischen,
mit Deaktivierung verbundenen Kontraktion verringert ist. Auch der Frank-
Starling-Mechanismus, Uber den sich das Herz wechselnden Anforderungen
anpasst, funktioniert wahrscheinlich Giber die Ca®*-Konzentration: die verstarkte
Vordehnung vergréBert die Sarkomerlange und erhdht damit die Affinitat fir
Ca?* (Moss et al., 2002): es resultiert ein positiv inotroper Effekt.

Als experimentelles Modell fir die Untersuchungen zum myokardialen Stunning
und zu der Bedeutung des ’shortening deactivation’ bei dem myokardialen
Stunning sollte das isolierte Herz benutzt werden, welches seit mehr als 100
Jahren gut etabliert ist. Schon um 1865 beschrieb Cyon zusammen mit seinem
Lehrer Ludwig ein isoliertes Herzmodell (Cyon, 1866; Zimmer, 2002), welches
spater von Langendorff aufgegriffen und weiter verfeinert wurde (Langendorff,
1895). Typisch fir den Langendorff-Apparat ist die Reprasentation der Nachlast
durch eine Wassersaule, Uber welche ein bestimmter hydrostatischer Druck
aufgebracht wird. Da sich in diesem Punkt die Langendorff-Anlage deutlich von
in situ Bedingungen unterscheidet, haben wir einen Widerstand entwickelt, der
den physiologischen Bedingungen besser entspricht.

Thema dieser Studie soll nun sein, die beiden Nachlastbedingungen mit-
einander zu vergleichen und insbesondere zu beschreiben, welche Einflisse

die Nachlastbedingungen auf Eigenschaften des 'stunned Myokard’ haben.



Um zusatzlich einen Beitrag zum Thema ,vaskulares Stunning’ zu liefern, wurde
auch untersucht, ob und inwieweit sich die Koronardurchblutung und Funktion
nach Ischamie durch einen Endothel-unabhangigen NO-Donor (SIN-1) ver-

bessern lasst.

2 Methodik

2.1 Versuchstiere und Praparation

FOr die Versuche wurden 13 adulte (ca. 6 Monate alte), mannliche New
Zealand White Kaninchen mit einem mittleren Gewicht von ca. 3000 g ver-
wendet. Die Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit dem Tierschutz-
gesetz durchgefuhrt.

Nach einer zwdlfstiindigen Nahrungskarenz wurden die Tiere mit 2 ml i.m.
Ketamin und 1,5 ml i.m. Xylazinhydrochlorid narkotisiert. Sie wurden von ventral
rasiert und erhielten einen Zugang an einer Ohrvene. Die Narkose wurde mit
Flunitrazepam und Ketamin aufrechterhalten. Es folgte eine Tracheotomie und
Intubation mit einem 3 mm Tubus. Nach der Relaxation mit 0,5 ml i.v.
Pancuronium wurden die Tiere mit einem Kleintier-Respirator (Ugo Basile Typ
7025) kontrolliert beatmet (Atemfrequenz 35/min; Atemzugvolumen 20-30 ml;
Biology Data Book, Bethesda, 1974). Der Thorax wurde unter Schonung der
Lungen durch eine mediane Sternotomie erdffnet und das Perikard nach
Resektion des Thymus durchtrennt. Nach Umschlingen der Aorta ascendens
und des Truncus pulmonalis wurden 0,3 ml Heparin-Natrium zur Gerinnungs-

hemmung verabreicht. Nach Abklemmen der Vena cava inferior und Durch-



trennen des Truncus pulmonalis wurde in die er6éffnete Aorta eine MetallkanUle
(AuBendurchmesser 5 mm) eingebunden, Uber die das Herz aus der Langen-
dorff-Anlage mit 37 °C warmem, oxigeniertem Blut perfundiert wurde, so dass
es wahrend der Isolation des Herzens zu keiner Ischamie kam. Das Herz wurde
aus dem Thorax herausprapariert und nach Entfernen des Verlangerungs-
schlauchs direkt an die modifizierte Langendorff-Anlage angeschlossen.
Wahrend der weiteren Praparation wurde das isotonisch schlagende Herz mit
einem Druck von 80 mmHg perfundiert.

Nach Inzision der freien Wand des linken Vorhofs und Eréffnung der Mitral-
klappe wurde ein Latexballon entsprechender GréBe (GréBe 12-14, HSE) in
den linken Ventrikel vorgeschoben. Es folgte der Verschluss der beiden Venae
cavae inferiores und der Vena cava superior mit Hilfe einer Fadenschlinge. Das
vendse Effluat wurde Uber eine Kanlle im Truncus pulmonalis abgeleitet. Auf
Vorhofebene wurde eine Temperatursonde befestigt. Um eine Temperatur von
37 °C aufrechtzuerhalten, wurde bei Bedarf eine Infrarotlampe benutzt. Die
Praparation am isoliert schlagenden Herzen dauerte im Durchschnitt 20 min

und verlief fUr die beiden Versuchsreihen in der beschriebenen Weise.

2.2 Langendorff-Anlage

Oscar Langendorff entwickelte 1895 eine Methode zur Registrierung der
kontraktilen Funktion am isoliert schlagenden Herzen (Langendorff, 1895). Das
Prinzip dieser Methode besteht darin, Blut oder eine zur Erhaltung der Herz-
tatigkeit geeignete, mit Sauerstoff angereicherte Lésung retrograd in die Aorta

ascendens flieBen zu lassen. Dabei schlieBt sich die Aortenklappe und das



Perfusat flieBt antegrad durch die Koronararterien. Der Abfluss ist Uber den
Sinus coronarius und den erdffneten rechten Vorhof gewéhrleistet. Die Herz-
hdhlen bleiben hierbei weitgehend leer. Heute verwendete Anlagen gestatten
die Trennung in einen systemischen und einen Perfusionskreislauf und die
Variation der Vor- und Nachlastbedingungen (Bardenheuer et al., 1983). Vor-
und Nachteile von 5 verschiedenen Varianten dieses haufig verwendeten
experimentellen Modelles wurden kirzlich in einer Arbeit gegenltbergestellt

(Schmitz-Spanke, 2002).

2.2.1 Perfusionskreislauf

Die in die Aorta eingebundene Metallkanlile war mit einem System zur
Perfusion der Koronarien verbunden (Abb. 1 + 2, rechts). Fir die verwendete
Blutperfusion wurde die Langendorff-Anlage modifiziert. Wahrend der Stabi-
lisierung und wahrend der Messungen wurde mit Hilfe einer Blutsdule ein
konstanter koronarer Perfusionsdruck von 80 mmHg erzeugt. Dafiir wurde das
gesamte in der Anlage befindliche Blutvolumen (ca. 500 ml) mittels einer
Rollerpumpe (10-20-00; Stdckert, Minchen) kontinuierlich durch ein senk-
rechtes Glasrohr gepumpt. Uber einen Uberlauf konnte das nicht zur Koronar-
perfusion erforderliche Blut in ein Reservoir abflieBen, in welches auch das
Koronarperfusat floss, nachdem es das AVOX-Messgerat (Shepherd et al.,
1977) zur Bestimmung des arteriellen Sauerstoffgehaltes passiert hatte. Eine
zweite Rollerpumpe (10-20-00; Stéckert, Mlinchen) férderte das vendse Blut
durch einen Kinder-Membranoxygenator (Masterflow 51, Fa. dideco) und einen

Filter (Ultipor, Fa. Pall; PorengréBe 120 um). Es entstand so ein geschlossener



Kreislauf, der im Prinzip einer extrakorporalen Zirkulation entsprach. Das tber
den kanulierten Truncus pulmonalis abgeleitete Perfusat wurde mit Hilfe einer
Rollerpumpe (Gilson Abimed; Minipuls 2) zur Bestimmung des venésen Sauer-
stoffgehaltes ebenfalls durch das AVOX-Messgerat geleitet. Proximal dieses
Messgerates befand sich ein Flussmesskopf mit 3 mm Innendurchmesser, der
tber ein Ultraschallmessgerat (Transonic System Inc.; T 206) den Koronarfluss
registrierte. Der Perfusionskreislauf und auch der systemische Kreislauf wurden
Uber je einen Warmekreislauf mit Umwaélzthermostat (Braun-Melsungen,

Thermofix 1420) konstant auf 37 °C gehalten.

2.2.2 Systemischer Kreislauf

Der im linken Ventrikel positionierte Latexballon war mit einem systemischen
Kreislauf verbunden: aus einem Vorratsgefa3 gelangte 0,9 %ige NaCl-Lésung
Uber ein kinstliches Klappensystem in den Latexballon. Die Héhe des Fliissig-
keitsspiegels in einem VorratsgefdB entsprach dabei der Vorlast. Uber einen
seitlichen Zugang wurde ein 3F-Mikrotip-Manometer (Millar, TC 500) zur Mes-
sung des linksventrikuldren Druckes in den Latexballon vorgeschoben. Das
Schlagvolumen wurde aus dem Latexballon durch die 'Aortenklappe’ Gber einen
sich anschlieBenden Windkessel in den kinstlichen Kreislauf ausgeworfen.

Der kinstliche, systemische Kreislauf sah bei den beiden Gruppen unter-
schiedlich aus. In der ersten Gruppe (Wassersaule, WS) musste das Herz
gegen eine Nachlast von 80 mmHg anpumpen, die durch eine Flissigkeitssaule
in einem nachgeschalteten GefaB reprasentiert und wahrend der Versuche kon-

stant gehalten wurde (Abb. 1).
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Abb. 1 Modifizierte Langendorff-Anlage mit Wassersédule (WS)

In der zweiten Gruppe (TPR) sollten physiologischere Bedingungen fir das
Herz geschaffen werden, das hierbei nicht gegen den hydrostatischen Druck
der Wassersaule arbeiten musste. Aus dem mittleren arteriellen Druck (~100
mmHg) und einem Herzzeitvolumen, welches Ruhebedingungen entsprach
(100 ml/min), wurde der totale, periphere Widerstand berechnet. Diese Wider-

standsbedingungen wurden dann mit Hilfe eines Systemes aus zwei parallel-



geschalteten Kunststoffrohrchen (Venflon® 2 Venenverweilkaniile, Innendurch-

messer 1,2 mm, Lange 45 mm) geschaffen (Mosel et al., 1998; Abb. 2).
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Abb. 2 Modifizierte Langendorff-Anlage mit totalem peripherem Widerstand (TPR)

Das Fordervolumen, d.h. der Aortenfluss, gelangte nach Passieren des einen
(Saule) oder des anderen (TPR) Widerstandes wieder in das VorratsgefaB3

zurtick. Der Aortendruck wurde mit einem Druckaufnehmer (Statham, P 23 ID)
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distal vom Windkessel gemessen. Weiter distal befand sich ein Flussmesskopf
mit einem Innendurchmesser von 3 mm, der Uber ein Ultraschall-Fluss-Mess-

gerét (Transonic System Inc.; T206) den Aortenfluss registrierte.

2.3 Perfusionsmedium

Um mdglichst physiologische Bedingungen wéahrend der Perfusion der isolierten
Herzen zu schaffen, wurde ein mit Erythrozyten angereichertes Perfusat her-
gestellt. Hierzu wurden ca. 8 | frisches Rinderblut vom Schlachthof Disseldorf
geholt. Dieses Blut wurde vierfach zentrifugiert und das Serum jeweils abge-
saugt. Beim 2. und 3. Waschgang wurde dem Erythrozyten-Konzentrat gepuf-
ferte NaCl-Lésung und beim 4. Waschgang ungezuckerte Krebs-Henseleit-
Lésung (Tab. 1) zugesetzt. Der gewaschenen Erythrozytensuspension wurden
4 g/100 ml Albumin hinzugefligt, welches vorher zweimal 24 h lang dialysiert
worden war. Diese Lésung wurde mit Krebs-Henseleit-Lésung so weit verdiinnt,
bis ein HAmoglobingehalt von etwa 10 g/dl resultierte. Zu 1 | Perfusionsmedium
wurden 5000 Einheiten Heparin-Natrium, 1,1 g Glukose und 0,22 g Pyruvat

hinzugefugt.

Tab. 1 Krebs-Henseleit-Lésung

NaCl NaHCO; KCI Na:HPO,4 MgSO, CacCl; EDTA

90 mM 30 mM 4 mM 1 mM 05mM 36mM 0,04 mM
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2.4 Substanz

Verwendet wurde der Endothel-unabhangige NO-Donor SIN-1 (3-Morpholino-
sydnonimine-Hydrochlorid, Fa. ICN Biomedicals, USA), der hierfiir als beson-
ders geeignet erschien, da er seine Wirkung unabhangig von einem maéglichen
Endothelschaden entfaltet (Abb. 3). Flir Sydnonimine-Derivate, die eine —N-N-
Verbindung in Position 3 enthalten (SIN-Serie) konnte eine charakteristische
Vasodilatation (Hashimoto et al., 1971) und insbesondere eine Dilatation im
Bereich des kardialen GefaBsystems nachgewiesen werden (Kikuchi et
al.,1970).

Ein N-Acyl-Derivat der Sydnonimine ist das Antianginosum Molsidomin. Es
handelt sich hierbei um ein sog. Prodrug, welches erst in der Leber in seine
aktive Form SIN-1 umgewandelt wird; es besitzt ein ahnliches pharmakolo-
gisches Profil wie die organischen Nitrate.

Unter physiologischen Bedingungen wird SIN-1 nicht-enzymatisch zu SIN-1A
umgewandelt, welches eine freie NO-Gruppe enthalt. Die biologische Halb-

wertszeit von SIN-1 betragt ca. 1-2 h (Rosenkranz et al., 1996).
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Abb. 3 Schema der Oxidation von SIN-1 (Singh et al., 1999)

2.5 Experimentelles Protokoll
Die insgesamt 13 Tiere wurden 2 Gruppen zugeteilt:

- mit Wassersaule (WS): n=7

- mit systemischem Widerstand (TPR): n=6.
Nach der Praparation folgte zunachst eine Einschlagphase von etwa 15 min, in
der sich das Herz an der Anlage stabilisieren konnte. AnschlieBend wurden
nach einer Kontrollphase von 15 min die hadmodynamischen GréBen Herz-
frequenz (HF), linksventrikularer Druck (LVP), linksventrikuldre Druckande-
rungsgeschwindigkeit (dP/dt), linksventrikulares Férdervolumen (FV), Koronar-

fluss (CF) und arteriovendse Sauerstoffdifferenz (AVDO,) erfasst. In der folgen-
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den globalen ’'No-Flow‘-Ischamie von 20 min betrug der Perfusionsdruck
0 mmHg. An die Ischamiephase schloss sich eine 60 min Reperfusion an, wah-
rend der der Perfusionsdruck wieder 80 mmHg betrug. Es wurden alle 15 min
die 0.g. hdmodynamischen GréBen gemessen. Nach Ablauf der 60 min Reper-
fusion wurde bei beiden Gruppen der Endothel-unabhangige NO-Donor SIN-1
gegeben. Es folgte eine 30 min Beobachtungsphase, in welcher 15 min und
30 min nach Gabe der Substanz die genannten MessgréBen erneut erfasst

wurden.

2.6 Datenerfassung: gemessene Variablen, gemessene Laborwerte

Das linksventrikulare Fordervolumen, der Koronarfluss, der Perfusionsdruck,
die arteriovendse Sauerstoffdifferenz und der linksventrikuldre Druck wurden
kontinuierlich gemessen. Aus dem Drucksignal wurden die Herzfrequenz, der
systolische Spitzendruck LVPna, die Druckanstiegsgeschwindigkeit dP/dtnax als
MaB fir den kontraktilen Zustand und dP/dtmi, als MaB far die friihe Relaxation
abgeleitet. Diese MessgréBen wurden kontinuierlich auf einem Achtkanal-
Tintenschreiber (Typ 481, Brush) aufgezeichnet; wahrend der Phasen von
besonderem Interesse betrug die Papiergeschwindigkeit 100 mm/s. AuBerdem
wurden die MessgréBen gleichzeitig mit einem Computerprogramm (EASYDAT)
fur die spatere Analyse auf Festplatte gespeichert. Zuvor waren sie mit einer
Frequenz von 300 Hz abgetastet und in einem Analog-Digital-Wandler (12 bit)

digitalisiert worden.
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Es wurden regelmaBig Blutgasanalysen durchgefiihrt (Radiometer Copen-
hagen, ABL 505), und pH, pO. und pCO. wurden bei Bedarf durch Gabe von

Natriumbicarbonat, Sauerstoff oder CO; korrigiert.

2.7 Berechnungen und Statistik

Die hamodynamischen Daten wurden mittels 'Microsoft Excel 97 weiter-
verarbeitet. Der Koronarwiderstand wurde aus dem koronararteriellen Druck
und dem Koronarfluss ermittelt, der auf 100 g Feuchtgewicht normalisiert
wurde. Der myokardiale Sauerstoffverbrauch wurde nach dem Fick’schen
Prinzip aus dem normalisierten Koronarfluss und der arteriovendsen Sauerstoff-
differenz errechnet. Als Index flr den externen Wirkungsgrad wurde das Ver-
haltnis von Schlagarbeit zum myokardialen Sauerstoffverbrauch pro Schlag
bestimmt. Die Schlagarbeit wurde aus dem linksventrikularen Spitzendruck und
dem Schlagvolumen ermittelt.

Die Daten werden in Form von Mittelwert und Standardabweichung des Einzel-
wertes dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit dem Computerprogramm
SYSTAT durchgeftihrt. Eine Ein-Wege-Varianzanalyse wurde benutzt, um die
Effekte der durchgefihrten Interventionen auf funktionelle und metabolische
Variablen innerhalb der Gruppen zu vergleichen. Um den unterschiedlichen Ein-
fluss einer einzelnen Intervention zu eliminieren, wurde eine Korrektur nach
Bonferroni durchgefthrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikanter Unterschied

gewertet.
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3 Ergebnisse

Im folgenden werden die Ergebnisse fir die Serie mit der Wassersaule (WS)
und der Serie mit dem systemischen Widerstand (TPR) prasentiert. Unter-
schiede werden in Prozent angegeben, wobei die Werte bei der WS-Gruppe als

100 % definiert wurden.

3.1  Systolische GréBen

Herzfrequenz

Die Herzfrequenz verzeichnete bei beiden Gruppen im Gesamtverlauf keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 4). In der WS-Gruppe lag sie zu Ver-

suchsbeginn bei durchschnittlich 176 = 17/min und in der TPR-Gruppe bei 166

+ 31/min.

HF [1/min]
o
o

80
40
0
N Q H ) \ N\ @) Q
§ § N \ o & N\ of
© © @ AU SN

Abb. 4 Herzfrequenz (HF): Zu Beginn des Protokolls gab es keine wesentlichen
Unterschiede bei der Herzfrequenz. Sie blieb im Verlaufe des Protokolls im Wesent-

lichen unverédndert. o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe
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Linksventrikuldres Férdervolumen

Hier zeigte sich bei den beiden Gruppen ein unterschiedlicher Verlauf (Abb. 5).
Schon préaischamisch lag das Férdervolumen (FV) in der TPR-Gruppe Uber
dem der WS-Gruppe (+ 31 %, n.s.). Postischdmisch reagierten die beiden
Gruppen véllig unterschiedlich: wahrend es in der WS-Gruppe in der friihen
Reperfusion zu keinem nennenswerten Fdrdervolumen kam (1,67 ml/min,
p<0,05) und diese GrdBe auch im weiteren Verlauf nur 31 % der Ausgangs-
werte erreichte, sank der Wert in der TPR-Gruppe nur maBig und war nach
30 min Reperfusion wieder auf Ausgangswerte angestiegen. Auch die Gabe der
Substanz SIN-1 |6ste unterschiedliche Reaktionen aus: in der WS-Gruppe kam
es 15 min nach SIN-1-Gabe zu einer signifikanten Erhdéhung des Forder-
volumens, die sich nach 30 min noch weiter gesteigert hatte, wahrend in der
TPR-Gruppe nach 15 min und 30 min nach SIN-1 keine Reaktion zu beob-

achten war.
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Abb. 5 Férdervolumen (FV): o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe

17



Schlagvolumen

Da es bei der Herzfrequenz zu keinen wesentlichen Anderungen gekommen
war, verhielt sich das Schlagvolumen parallel zum Férdervolumen (Abb. 6).
Auch hier sank der Wert bei der WS-Gruppe postischamisch gegen Null
(0,01 ml, p<0,05), und es blieb wahrend der gesamten Reperfusionszeit eine
ausgepragte systolische Dysfunktion sichtbar, wahrend in der TPR-Gruppe
bereits nach 30 min Reperfusion Ausgangswerte erreicht waren. Ebenfalls ver-
gleichbar zum Férdervolumen war die Reaktion auf die Substanzgabe: in der
WS-Gruppe trat eine Erhéhung des Schlagvolumens ein, wahrend in der TPR-

Gruppe kein messbarer Effekt zu beobachten war.

0,6
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Abb. 6 Schlagvolumen (SV): Vergleichbarer Verlauf wie beim Férdervolumen.

o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe

18



Maximaler linksventrikuldrer Druck

Der maximale linksventrikulare Druck war in beiden Gruppen wahrend der Kon-
trollphase nahezu gleich (Abb. 7). Die Reaktion auf die No-flow-Ischamie fiel bei
der WS-Gruppe etwas milder aus (n.s.). Die Herzen der TPR-Gruppe erreichten
in der frihen Reperfusion nur 78 % des Druckes der WS-Gruppe (n.s.). Zum
Ende der Reperfusion hatten sich die Dricke wieder angendhert und lagen
60 min nach Ischamie-Ende wieder bei Ausgangswerten. Die Gabe von SIN-1
fihrte in beiden Gruppen zu keinen Veranderungen des maximalen links-

ventrikularen Druckes.

100
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Abb. 7 Maximaler linksventrikuldrer Druck (LVPpay): LVPrax war zunédchst fir beide
Gruppen nahezu gleich, wich in der friihen Reperfusion bei TPR-Gruppe etwas zurtick,
um sich 30 min nach Beginn der Reperfusion wieder an den Wert der WS-Gruppe

anzunéhern. o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe
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Maximale linksventrikuldre Druckdnderungsgeschwindigkeit

DP/dtmax als MaB flr die Kontraktilitat lag in der WS-Gruppe wéahrend Kontroll-
bedingungen Gber den Werten der TPR-Gruppe (Abb. 8); diese erreichte nur
70 % der WS Gruppe (p<0,05). Die Reaktion auf die Ischamie war in beiden
Gruppen vergleichbar: in der frihen Reperfusion hatte sich der Wert der WS-
Gruppe auf 38 % des Ausgangswertes reduziert, in der TPR-Gruppe auf 37 %.
Im Verlauf der Reperfusion stieg dP/dtnax bei beiden Gruppen wieder etwas an.
Dieser Anstieg fiel bei der TPR-Gruppe etwas deutlicher aus: nach 60 min
Reperfusion hatte sich dP/dtnax Kontrollwerten angenahert, wahrend die Werte
der WS-Gruppe deutlich darunter blieben (68 % der Kontrolle, p<0,05). Die SIN-
1-Applikation fuhrte bei der TPR-Gruppe zu einem leichten Abfall. In der WS-

Gruppe lieB sich jedoch ein moderater Anstieg der Kontraktilitat verzeichnen.
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Abb. 8 Maximale Druckdnderungsgeschwindigkeit (dP/dt,.y): in der WS-Gruppe
signifikant héhere Ausgangswerte, die jedoch nach Ischdmie/Reperfusion und SIN-1-
Applikation nicht wieder erreicht werden, was in der TPR-Gruppe bereits nach 30 min
Reperfusion der Fall ist. o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe
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Herzarbeit

Die Herzarbeit, in dieser Arbeit berechnet aus Schlagvolumen und maximalem
linksventrikularen Druck, lag im Verlauf des gesamten Protokolls bei der WS-
Gruppe unter der TPR-Gruppe (Abb. 9). Aufgrund der fehlenden Auswurf-
leistung nach 5 min Reperfusion lag die Herzarbeit bei der WS-Gruppe eben-
falls bei anndhernd 0 mI*mmHg (p<0,05). Die Werte der TPR-Gruppe stiegen
nach Reperfusionsbeginn schrittweise an, wobei sie in den ersten 30 min der
Reperfusion signifikant Gber denen der WS-Gruppe lagen, und hatten ahnlich
wie bei dem Schlagvolumen und dem systolischen Spitzendruck nach 60 min
Reperfusion bereits wieder Ausgangswerte erreicht. Durch die SIN-1-Gabe lie
sich bei der TPR-Gruppe kein weiterer Anstieg der Herzarbeit erzielen, wahrend

diese GrdBe in der WS-Gruppe leicht anstieg.
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Abb. 9: Herzarbeit: o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe
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3.2 Diastolische GréBen

Minimale linksventrikuldre Druckdnderungsgeschwindigkeit

DP/dtmin, als MaB far die frihe diastolische Relaxation, war wahrend Kontroll-
bedingungen (79 %), aber auch in der frihen Reperfusion (66 %) bei der TPR-
Gruppe nicht signifikant niedriger als bei der WS-Gruppe (Abb. 10). Die weitere
Reperfusionszeit zeigte keine nennenswerten Unterschiede zwischen beiden
Gruppen. Auch SIN-1 flihrte bei beiden Gruppen zu keinen nennenswerten

Anderungen von dP/dtnmin.
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Abb. 10 Minimale Druckdnderungsgeschwindigkeit (dP/dtyin): Zu Beginn in der TPR-
Gruppe niedriger, jedoch nicht signifikant. o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe

Enddiastolischer linksventrikuldrer Druck
Der enddiastolische linksventrikulare Druck als MaB fir die spate Relaxation

ergab bei den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 11). Er
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blieb in der TPR-Gruppe jedoch relativ konstant, wahrend in der WS-Gruppe
ausgepragte Schwankungen zu beobachten waren: wahrend der Kontrollphase
lag LVPg¢y unter dem der TPR-Gruppe. Nach der No-flow-lschamie war er
deutlich angestiegen, fiel aber bis zum Ende der Reperfusion wieder etwas ab.
Die Gabe von SIN-1 Iéste einen erneuten deutlichen Anstieg von LVP¢ aus,

wahrend es bei der TPR-Gruppe zu keiner Reaktion kam.
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Abb. 11 Enddiastolischer linksventrikuldrer Druck (LVPe,): Keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen, jedoch deutliche Schwankungen innerhalb der WS-
Gruppe bei relativ konstantem Verlauf in der TPR-Gruppe.

o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe

3.3 Koronardurchblutung

Koronarfluss

Der auf 100 g Feuchtgewicht normierte Koronarfluss lag wahrend des

gesamten Protokolls in der TPR-Gruppe Ulber dem der WS-Gruppe, jedoch
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nicht signifikant: wahrend der Kontrollphase 131 % der WS-Gruppe und 196 %
in der frlhen bzw. 236 % in der spaten Reperfusion (Abb. 12). Nach einer
kurzen reaktiven Hyperamie, d.h. 5 min nach Reperfusionsbeginn, sank der
Koronarfluss in der WS-Gruppe schnell unter Kontrollwerte — er lag bereits nach
15 min Reperfusion um mehr als 25 % darunter — wéahrend in der TPR-Gruppe
Kontrollwerte erst am Ende der Reperfusion wieder erreicht wurden. Die Gabe
von SIN-1 I6ste bei beiden Gruppen eine Flusszunahme aus, die bei der WS-
Gruppe jedoch starker ausfiel. Diese Zunahme war 30 min nach SIN-1-Gabe

zum Teil ricklaufig.
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Abb. 12 Koronarfluss (CF): im gesamten Verlauf in der WS-Gruppe niedriger als in der
TPR-Gruppe, jedoch nicht signifikant. o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe
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3.4 Myokardialer Sauerstoffverbrauch

Arteriovendse Sauerstoffdifferenz

Die arteriovendse Sauerstoffdifferenz (AVDO,) lag wahrend der Kontrollphase
und in der frlhen Reperfusion bei beiden Gruppen im gleichen Bereich

(Abb. 13).
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Abb. 13 Arteriovendse Sauerstoffdifferenz (AVDQ,): &hnlicher Verlauf in beiden
Gruppen. o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe

Im Verlauf der Reperfusion anderte sich dies: die AVDO. der TPR-Gruppe lag
deutlich unter der der WS-Gruppe (72 %). Nach Substanzgabe stieg sie jedoch
tber die der WS-Gruppe (+ 19 % nach 30 min SIN-1) an. Die AVDO, verhielt

sich also etwa spiegelbildlich zu der Koronardurchblutung.

25



Myokardialer Sauerstoffverbrauch pro 100 g

Der MVO. pro 100 g lag wahrend des gesamten Protokolls bei der TPR-Gruppe

tber dem der WS-Gruppe (n.s.; Abb. 14). Er betrug wahrend der Kontrollphase

127 % der TPR-Gruppe und war 60 min nach Reperfusionsbeginn bis auf

171 % angestiegen. 15 min nach SIN-1-Gabe stieg er bei beiden Gruppen

moderat an, um sich im weiteren Verlauf nicht mehr wesentlich zu &ndern.

In der TPR-Gruppe lag der MVO,/100 g nach SIN-1-Gabe leicht Uber dem

Kontrollwert. In der WS-Gruppe wurden Kontrollwerte nicht erreicht.
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Abb. 14 Myokardialer O.-Verbrauch/100g (MVO./100 g): wéhrend des gesamten

Protokolls in der WS-Gruppe nicht signifikant geringer als in der TPR-Gruppe.
o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe
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Myokardialer Sauerstoffverbrauch pro Schlag
Auch dieser Wert lag in der TPR-Gruppe durchgehend tber dem der WS-

Gruppe (Abb. 15) Wahrend Kontrolle erreichte die TPR-Gruppe 143 %
(p<0,05), in der frihen Reperfusion 125 % (n.s.) und im weiteren Verlauf der
Reperfusion sogar 165 % (p<0,05) der WS-Gruppe. Die Applikation von SIN-1
veranderte diesen Wert nicht wesentlich. Wahrend jedoch der MVO,/Schlag in
der WS-Gruppe insgesamt relativ konstant blieb, ergaben sich fir die TPR-
Gruppe gréBere Schwankungen. Die Zunahme des MVO,/Schlag nach SIN-1-
Gabe fiel bei beiden Gruppen ahnlich aus. In der TPR-Gruppe wurden nach
Substanzgabe die Kontrollwerte Uberschritten, in der WS-Gruppe war dies nicht

der Fall.

120

o I I II ...... I

[0}
o
!
*—

N
o
|
,
.
.
~—
4
s
!
!
!
!
:
i
g
.
.
.
.
.
g
.
.
.

MVO2/Schiag
(o]
o

N
()
\

o

N & s} \2) Q Q 2] Q
\S \S
& & @Q Q,Q\ Q,Q(b @Q(b ’\\ \(b
¢ e &

Abb. 15 Myokardialer O.-Verbrauch/Schlag (MVQO,/Schlag): wahrend Kontrolle und ab
30 min Reperfusion in der WS-Gruppe signifikant geringer als in der TPR-Gruppe.
o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe
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Bei dem Vergleich der Abb. 14 und 15 féllt auf, dass es letztlich keine berich-
tenswerten Unterschiede gibt, wenn man davon absieht, dass die Differenzen
zwischen den beiden Versuchsmodellen fir den MVO,/Schlag wahrend der
Reperfusion signifikant unterschiedlich waren. Dieses Ergebnis ist nicht Gber-
raschend, da der MVO./Schlag aus dem MVO,/min durch Division durch die
Herzfrequenz berechnet wurde. Da sich die Herzfrequenz aber flr beide
Gruppen wahrend des Protokolls nahezu nicht anderte (Abb. 4), missen beide
Werte einen weitgehend identischen Verlauf haben. In der Diskussion wird
daher nur Gber den MVO,/Schlag berichtet, da dieser auch in die Berechnung

des Indexes fur den externen Wirkungsgrad einging.

3.5 Externer Wirkungsgrad-Index

War der externe Wirkungsgrad-Index wahrend Kontrolle bei beiden Gruppen
gleich (Abb. 16), sank er nach Beendigung der No-Flow-Ischamie in der WS-
Gruppe aufgrund des stark verminderten Schlagvolumens bei unverandertem
MVO. /Schlag drastisch ab (p<0,05). Im Verlauf der Reperfusion stieg der Wert
langsam wieder an, war aber nach 15 min bei der TPR-Gruppe noch um ein
Finffaches (p<0,05) und nach 60 min noch um mehr als das Doppelte héher
als bei der WS-Gruppe. Die Steilheit des Kurvenanstiegs wahrend der Reper-
fusion war bei beiden Gruppen ahnlich. Die Reaktion auf SIN-1 fiel allerdings
unterschiedlich aus: wahrend in der WS-Gruppe nach 30 min ein weiterer
Anstieg zu beobachten war, reagierten die Herzen in der TPR-Gruppe, die zum
Ende der Reperfusion wieder Kontrollwerte erreicht hatten, mit einem mode-

raten Abfall des externen Wirkungsgrad-Indexes auf die Substanz.
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externer Wirkungsgrad

Abb. 16 Externer Wirkungsgrad-index: zundchst gleiche Werte, postischdmisch drastischer
Abfall des externen Wirkungsgrad-indexes in der WS-Gruppe, Ausgangswerte werden im

Unterschied zur TPR-Gruppe nicht wieder erreicht. o WS-Gruppe, ¢ TPR-Gruppe

3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei weitgehend gleichen, normoxischen Ausgangsbedingungen ergaben sich
fur fast alle hAmodynamischen GréBen bei der Gruppe mit dem systemischen
Widerstand (TPR) bessere Werte als bei der Gruppe mit der Wassersaule
(WS). Die Herzen der TPR-Gruppe waren wahrend der friihen Reperfusion
nach der No-flow-Ischamie &hnlich geschadigt wie die WS-Herzen. Im Verlaufe
der Reperfusion erholten sich die TPR-Herzen jedoch deutlich besser, so dass
sie gegen Versuchsende teilweise Ausgangswerte erreicht hatten. Der Einfluss
der Substanz SIN-1 war in der WS-Gruppe starker ausgepragt als in der TPR-

Gruppe.
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4 Diskussion

Es ist das wichtigste Ergebnis dieser Studie an isolierten Kaninchenherzen,
dass die postischdmische Dysfunktion in der Serie mit einer Wassersaule (WS)
als Nachlast deutlich starker ausgepragt war als in der Serie mit einer
physiologischeren Nachlastbedingung (TPR). Bei der WS-Serie kam es in der
frihen Phase der Reperfusion lediglich zu einer isometrischen Kontraktion und
bei der TPR-Serie zu einer auswerfenden Kontraktion. Es liegt daher nahe,
dass das fehlende ’shortening deactivation’ bei der isometrischen Kontraktion
einen negativen Beitrag zur postischamischen Schadigung liefert.

Die Gabe der Substanz SIN-1 flhrte in beiden Gruppen zu einer Zunahme der
Koronardurchblutung, was dafiir spricht, dass nach der 60 min Reperfusion
keine ausgepragte Schadigung der glatten GefaBmuskulatur nachweisbar war.
Das Endothel-unabhangige SIN-1 flhrte nur bei der WS-Gruppe zu einer Ver-

besserung der Funktion.

4.1  Kiritik der Methode

Diese Studie an isolierten Herzen kann nur bedingt Aussagen Uber in situ
Vorgange liefern, bei welchen z.B. die Innervierung Uber das vegetative
Nervensystem und zirkulierende Hormone Einfluss auf die Herztatigkeit
nehmen. So kommt es z.B. bei in situ Bedingungen als Folge einer Ischamie zu
einer Erhéhung der Herzfrequenz, die sich bei dem benutzten experimentellen
Modell nicht anderte. Vorteil des isolierten Herzens ist andererseits, dass

stérende Einflisse seitens des Organismus ausgeschlossen werden kénnen,
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und daher die Reaktionen des Herzens auf die geplanten Interventionen
unmittelbar beobachtet werden kénnen.

Das verwendete Perfusat — eine mit Krebs-Henseleit-Lésung verdinnte Erythro-
zytensuspension — entspricht in situ Bedingungen besser als ein physiolo-
gischer Puffer, insbesondere was die Ausbildung eines interstitiellen Odems
betrifft, wie es bei der Perfusion mit reinen Elektrolytldsungen haufig zu
beobachten ist (Vahl et al., 1998; Schmitz-Spanke et al., 2002). Ein Nachteil der
Erythrozytensuspension besteht darin, dass es bei der Aufbereitung des zu ver-
wendenden Blutes zur Hdmolyse kommen kann. In der vorliegenden Unter-
suchung konnte dieser Nachteil vermieden werden, indem in regelmaBigen
Abstéanden die Kalium-Konzentrationen zusammen mit den Blutgasen kontrol-
liert wurden. Der Nachteil des gréBeren technischen Aufwandes bei der Aufbe-
reitung der Erythrozytensuspension wird durch zwei Vorteile kompensiert: bei
Perfusaten, die Erythrozyten und Albumin enthalten, kommt es deutlich spater
zur Bildung von Odemen (Schmitz-Spanke, 2002). Zusétzlich liegt die Koronar-
durchblutung mit ca. 200 ml/min/100 g in der N&he von physiologischen Werten
(=100 ml/min/ 100 g), wahrend sie bei Puffer-perfundierten Herzen bei Werten
um 400 ml/ min/100 g liegt (Deng et al., 1995), und damit die Koronarreserve
bei dieser Perfusion nahezu erschopft ist (Podesser et al., 1999). Ein schénes
Beispiel fur ein weitgehend physiologisch reagierendes GefaBsystem liefert in
dieser Arbeit die Gabe von SIN-1: dieser NO-Donor 16st zun&chst in beiden
Gruppen eine umfangreiche Dilatation aus, die nach 15 min ihr Maximum
erreicht. Kompensatorisch kommt es zu einer weiteren physiologischen

Antwort, namlich der Verminderung der arterio-vendsen Sauerstoffdifferenz, da
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die Erhéhung des Sauerstoffangebotes Uber den aktuellen Sauerstoffbedarf
hinaus genht.

Eigene, frihere Untersuchungen zeigen, dass sich mit wachsender Versuchs-
dauer die ventrikulare Funktion verschlechtert (Seyfried, 1998). Das qilt fr ery-
throzytenfreie Perfusate deutlich starker als fur erythrozytenhaltige Perfusate.
Dies ist mdglicherweise auf die Akkumulation metabolischer Substanzen wie
z.B. Sauerstoffradikale zurlickzuflihren, die sich durch die unphysiologischen
hohen Sauerstoff-Teildriicke ergeben. Zusétzlich wird die friihe Odembildung in
Puffer-perfundierten Herzen zu einem zeitbedingten Funktionsverlust beitragen.
Frihere Untersuchungen ergaben im Verlaufe von 120 min eine Verschlechte-
rung der systolischen Funktion um lediglich etwa 15 %, wenn eine Erythrozyten-
suspension verwendet wurde (Seyfried, 1998).

Die vorliegenden Protokolle hatten ebenfalls eine Dauer von etwa 120 min. Wir
schlieBen daher aus, dass eine zeitabhdngige, modellbedingte Funktions-
verschlechterung entscheidend zu den vorgestellten Ergebnissen beigetragen
hat. Es wird auch darauf hingewiesen, dass eine derartige Verschlechterung far

beide Serien vergleichbare Konsequenzen héatte.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Normoxische Funktion

Es zeigt sich, dass in nahezu allen systolischen GréBen die Versuchsanord-
nung mit dem systemischen Widerstand besser abschnitt als die mit der Was-

sersaule. Schon unter normoxischen Bedingungen zeigten sich besonders bei
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der Auswurfleistung (Férdervolumen, Schlagvolumen) héhere Werte in der
Gruppe mit dem systemischen Widerstand (TPR). Dies kénnte ein Hinweis
darauf sein, dass das isolierte Herz bei dieser Anordnung tatsachlich unter
physiologischeren Bedingungen kontrahieren kann, da es zunachst nicht das in
der Wassersaule stehende Volumen beschleunigen muss, bevor ein Volumen
gefoérdert werden kann. Da gezeigt werden konnte, dass eine Erhéhung des
Schlagvolumens mit einer Abnahme des isometrischen Anteils an der Gesamt-
kontraktion einhergeht (Suga et al.,1977), ist zu vermuten, dass eine Reaktion
im Sinne von shortening deactivation bei der TPR-Gruppe in einem hdheren
Ausmaf maoglich ist, als dies bei der WS-Gruppe der Fall ist. Shortening deacti-
vation scheint in die Autoregulation der Kontraktilitdt des Herzens einbezogen
zu sein, und wirkt hier modulierend auf diastolische Fullung, Ejektion und damit
auf den myokardialen Sauerstoffverbrauch (Leach et al., 1999).

Shortening deactivation fihrt jedoch eigentlich zu einer Verringerung des
Sauerstoffverbrauchs, die bessere Funktion in der TPR-Gruppe geht jedoch mit
einem parallel erhéhten Sauerstoffverbrauch einher, so dass vermutet werden
kann, dass wahrend Kontrollbedingungen keine wesentlichen Unterschiede im
Hinblick auf das Verhaltnis zwischen isometrischer und auxotoner Kontraktion
bestanden.

Betrachtet man den externen Wirkungsgrad, der ein MaB flr die Effektivitat des
Umsatzes von Sauerstoff in Schlagarbeit des Herzens ist, so zeigt sich, dass
dieser Wirkungsgrad wahrend Kontrolle bei beiden Gruppen gleich war. Die
WS-Herzen verrichteten also unter normoxischen Bedingungen genauso

effizient Arbeit wie die TPR-Herzen oder anders ausgedriickt, das gréBere
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Schlagvolumen in der TPR-Gruppe wurde mit einem parallel vergréBerten
Sauerstoffverbrauch erkauft.

Da eine besser auswerfende Kontraktion eine relativ kleinere Zunahme des
Sauerstoffverbrauches — und damit einen besseren Wirkungsgrad — zur Folge
haben sollte, soll hier zunachst auf den Fenn-Effekt eingegangen werden, nach
welchem eine isotonische Kontraktion zu einem hdheren Energieverbrauch
fuhren soll.

W.O. Fenn machte in den 20er Jahren des vergangenen Jahrhunderts
Experimente am Skelettmuskel des Frosches (Fenn, 1923). Er beobachtete
dabei, dass immer, wenn ein Muskel sich verkirzen und Arbeit verrichten
konnte (=Gewicht anheben), im Gegensatz zur isometrischen Kontraktion
zusatzlich Energie freigesetzt wurde. Fenn schloss daraus auf ein generelles
Prinzip (Fenn, 1924), bei welchem die Energie, die bei der verkirzenden
Kontraktion des Muskels freigesetzt wurde, naherungsweise der Energie der
isometrischen Kontraktion plus der verrichteten Arbeit entspricht. Dieser 'Fenn-
Effekt’ scheint jedoch nur mit Einschrankungen zu gelten. Zum einen zeigte
sich, dass Fenns Experimente einen Fehler in der Energiekalibrierung ent-
hielten (Hill et al., 1962). Zum anderen zeigten neuere Arbeiten, dass der Fenn-
Effekt nur reproduzierbar ist, wenn bestimmte Anforderungen hinsichtlich
Temperatur und Versuchsanordnung exakt eingehalten werden (Mommaerts et
al.,1962; Carlson, 1963; Pool et al.,1968; Mommaerts et al., 1969; Gibbs et al.,
1974).

Auch die Relevanz des Fenn-Effektes fur das Herz wird kontrovers diskutiert.

Einerseits zeigen Untersuchungen, dass ein kardialer Fenn-Effekt existiert
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(Coleman et al., 1969; Mommaerts, 1970; Suga, 1990), wenn er sich auch von
dem des Skelettmuskels unterscheidet (Rall, 1982; Gibbs et al., 1985), wahrend
andere Studien den Fenn-Effekt am Herzen nicht bestétigen (Gibbs, 1978).
Dies und die Tatsache, dass eine Reihe von Voraussetzungen fir den Fenn-
Effekt erflllt sein muissen, lasst seine Bedeutung flr unsere Ergebnisse
fragwurdig erscheinen. Es wird daher vorgeschlagen, dass zwischen den
beiden Gruppen keine wesentlichen Unterschiede im externen Wirkungsgrad
zustande kamen, weil der durch das zusatzliche Schlagvolumen vergrdBerte
Sauerstoffverbrauch bei den TPR-Herzen nur einen relativ geringen Anteil am
Gesamt-Sauerstoffverbrauch hatte und damit die Berechnung des Indexes fir
den externen Wirkungsgrad nicht signifikant beeinflusste.

Neben der externen Herzarbeit ergaben sich fir zwei weitere GréBen signi-
fikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen: sowohl die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) als auch die frihe Relaxation
(dP/dtmin) waren in der WS-Gruppe Uberraschenderweise besser. Sowohl
dP/dtmax als auch dP/dtmi, sind frequenzabhangig (Reeves, 1960; Mason, 1971;
Maughan, 1985). Der gefundene Unterschied lasst sich aber hierlber nur
teilweise erklaren, da die Herzfrequenz in der WS-Gruppe lediglich ca. 6 %
gréBer als in der TPR-Gruppe war. Mdglicherweise sind beide GréBen von der
Kontraktionsform abhéngig, die jedoch wéahrend Kontrolle nur unwesentlich

voneinander verschieden war.
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Postischdmische Funktion

In der postischamischen Reperfusion zeigten sich auBer fir die Herzfrequenz
groBe Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

In der WS-Gruppe verursachte die 20 min No-flow-Ischéamie ein in der Literatur
beschriebenes myokardiales Stunning (Heyndrickxs et al., 1975; Braunwald et
al., 1982; Bolli et al.,, 1999). Die ausgepragte Dysfunktion betraf sowohl die
systolische als auch die diastolische Funktion und blieb Gber die gesamte
Reperfusionsphase bestehen. Da der linke Ventrikel zu Beginn der Reperfusion
nicht in der Lage war, einen Druck aufzubauen, der oberhalb des Nach-
lastwiderstandes von 80 mmHg lag, kontrahierte der Ventrikel zunachst aus-
schlieBlich isometrisch. Nachdem wieder ein Schlagvolumen ausgeworfen
wurde, zeigte sich auch ein metabolisches Stunning (Schipke et al., 1995),
denn der externe Wirkungsgrad war zum Ende der Reperfusion nur halb so
groB3 wie zu Ausgangsbedingungen.

Bei der TPR-Gruppe ergab sich in der frihen Reperfusion ebenfalls ein Funk-
tionsdefizit. Bis zum Perfusionsende hatten sich jedoch alle Veranderungen den
Ausgangswerten wieder angenahert. Damit wird ein Kurzzeit-Stunning-Modell
vorgestellt, welches bereits 60 min nach einer 20 min globalen Ischadmie wieder
Ausgangswerte erreicht. Es sei daran erinnert, dass bei einer vorausgehenden
regionalen Ischdmie, das Myokard Uber Stunden und Tage gestunned bleiben

kann (Braunwald et al., 1982, Bolli et al., 1999).
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Funktion nach Gabe des Endothel-unabhéngigen Dilatators

Mit der Gabe eines NO-Donors (=SIN-1) nach Abschluss der 60 min Reper-
fusion sollte geklart werden, ob sich die Funktion des stunned Myokard durch
eine Vasodilatation weiter verbessern lieBe. Zusatzlich sollte geklart werden, ob
die glatte GefaBmuskulatur durch das Protokoll geschadigt wurde.

Bei dem myokardialen Stunning handelt es sich um einen komplexen Prozess,
den man vielleicht eher als 'Syndrom’ sehen sollte (Bolli et al., 1999). Myokar-
diales Stunning beschrankt sich nicht nur auf die ventrikulare Funktion, sondern
auch auf den Metabolismus (Lerch, 1996; Schipke et al., 1998) und das GefaB-
system (Bolli et al., 1990; Pomblum et al., 2002). Da unsicher war, ob nach der
Ischamie / Reperfusion eine endotheliale Dysfunktion vorlag, wurde mit SIN-1
ein Endothel-unabhangiger Dilatator eingesetzt.

Die Herzen der WS-Gruppe profitierten von der Erhéhung der Koronardurch-
blutung besonders im Bereich der Auswurfleistung: Schlagvolumen und Férder-
volumen stiegen deutlich an. Mit der verbesserten Ventrikelfunktion kam es
auch zu einem Anstieg des Sauerstoffverbrauches und zu einer geringfligigen
Verbesserung des externen Wirkungsgrades.

Anders bei der TPR-Gruppe: hier stieg zwar auch der myokardiale Sauerstoff-
verbrauch an, der aber nicht fur eine Verbesserung der bereits weitgehend
normalisierten Ventrikelfunktion eingesetzt wurde, so dass sich der externe Wir-
kungsgrad geringfligig verschlechterte.

Worin kénnen die Grinde flr die beobachteten Unterschiede liegen?

Eine naheliegende Vermutung ware, dass SIN-1 eine gréBere Wirkung entfaltet,

je gréBer der Schaden im postischamisch / reperfundierten Myokard ist. Es soll
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daher kurz beschrieben werden, wie es zur Bildung von NO im Organismus
kommt (Laufs et al., 1998; s. auch Abb. 3) und welche inotropen Effekte NO
auslést: NO wird in verschiedenen Zelltypen durch Abspaltung und Oxidation
eines Stickstoffatoms von L-Arginin produziert. Dabei entsteht L-Citrullin. Diese
Reaktion wird von NO-Synthasen katalysiert, von denen man drei Isoformen
kennt: die endotheliale NO-Synthase (eNOS), die neuronale NO-Synthase
(nNOS) und die induzierbare NO-Synthase (iNOS). Diese unterscheiden sich in
ihrer Aktivitat: eNOS produziert kontinuierlich niedrige Mengen an NO, wahrend
iINOS erst durch einen Stimulus, z.B. Zytokine, aktiviert wird. eNOS wird
auBerdem Uber die Ca?*-Konzentration reguliert: an GefaBendothelzellen kann
die Freisetzung von NO durch eNOS Uber eine Erhéhung des zytosolischen
freien Ca®* gesteigert werden. Eine kiirzlich verdffentlichte Studie (Dedkova et
al., 2002) beschreibt, dass Ca®" aus intrazellularen Speichern (endoplasma-
tisches Retikulum, ER) das bevorzugte Substrat der eNOS darstellt, und dass
unter hohen NO-Konzentrationen bei Anwesenheit eines exogenen NO-Donors
nicht nur die ATP-abhangige Freisetzung von Ca®** aus dem ER gehemmt,
sondern auch die Wiederaufnahme in das ER beschleunigt wird. Diese Ergeb-
nisse legen nahe, dass die NO-Produktion durch eNOS in den Endothelzellen
einer Autoregulation unterliegt, die eine NO-abhangige Kontrolle der Ca®*-Kon-
zentration beinhaltet. Geht man davon aus, dass diese Mechanismen intakte
Endothelzellen voraussetzen, so kdnnte dies ein Hinweis darauf sein, dass bei
der TPR-Gruppe zumindest kein vaskuldres Stunning mehr vorlag: die geringe
Reaktion auf das exogene NO lieBe sich dann namlich durch eine weitgehend

intakte Vasomotion erklaren. Bei der WS-Gruppe, bei welcher ein ausgepragter
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Endothelschaden vermutet werden muss, und damit die eNOS vermindert ist
(Drexler et al.,, 1998), stellt das exogene NO mdoglicherweise die einzige
Chance dar, eine Vasodilatation zu erreichen.

Ein weiterer Aspekt in diesem Zusammenhang betrifft die Frage, welche
inotropen Effekte durch exogene NO-Donoren ausgel6st werden kdnnen. In
einer Studie mit Glyceroltrinitrat und spontanen NO-Donoren zeigt sich ein
positiv inotroper Effekt, der zwar gering ausgepragt, aber konstant zu
beobachten war (Preckel et al., 1997). Dieser Befund wurde in einer spateren
Studie mit exogenem NO bestétigt, in welcher NO in niedrigen —also
physiologischen — Dosen eine positiv inotrope Wirkung, aber in hohen Dosen
eine negativ inotrope Wirkung entfaltet (Kojda et al, 1999). Besonders inter-
essant ist jedoch die Tatsache, dass sich dieser positiv inotrope Effekt zu ver-
starken scheint, wenn die eNOS inhibiert wird (Muller-Strahl et al., 2000). Dies
passt zu unserer Vermutung, dass bei den WS-Herzen ein ausgeprégter Endo-
thelschaden vorliegt, und damit eNOS vermindert gebildet wird (Drexler et al.,
1998). Damit fallt die Wirkung des exogenen NO-Donors SIN-1 starker aus als

bei den TPR-Herzen.

Externer Wirkungsgrad-Index

Die gewahlte Nachlastbedingung hatte wahrend der Reperfusion offenbar einen
Einfluss auf die Kontraktionsform: die Belastung durch die Wassersaule l6ste
eine Uberwiegend isometrische Kontraktion und in der spaten Reperfusion eine
geringe Auswurfleistung aus. Im Gegensatz dazu lasst der systemische

Widerstand eine starkere Verkiirzung der Myokardfasern zu, die konsekutiv zu
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einem gréBeren Anteil an shortening deactivation flhrt. Wahrend der
normoxischen Kontrolle gab es keine gréBeren Unterschiede in der Kon-
traktionsform, so dass das Verhaltnis zwischen der Herzarbeit und dem dafar
bendtigten Sauerstoff, d.h. der externe Wirkungsgrad, flr die beiden Nachlast-
bedingungen nicht unterschiedlich war.

In der Reperfusion zeigte sich fur die TPR-Herzen mit den ’physiologischeren’
Nachlastbedingungen eine deutlich verbesserte Erholung, die darauf zurtick-
geflhrt wird, dass es bei der Kontraktion zu einer Faserverkirzung kommen
konnte. Diese Faserverklirzung geht, wie bereits oben erwahnt, mit einer
Erniedrigung des intrazellularen Calciums einher. Es ist also zu vermuten, dass
die durch Ischamie und Reperfusion im Myokard entstandene Calciumuber-
ladung geringer ausfallt als bei den Uberwiegend isometrisch kontrahierenden
Herzen der WS-Gruppe, und damit auch der dadurch bedingte Schaden an den
kontraktilen Elementen. Daraus ware zu fordern, dass bei postischamisch /
reperfundierten Herzen die Nachlast weitgehend gesenkt werden sollte, um den
isometrischen Anteil der Kontraktion so gering wie méglich zu halten. Der
wahrend der gesamten Reperfusion gegentber der WS-Gruppe erhdhte
Wirkungsgrad spricht dafir, dass der verbrauchte Sauerstoff effizienter in
ventrikulare Arbeit Uberfihrt wird. Auch dies spricht dafir, dass der Schaden
am kontraktilen System geringer als bei der WS-Gruppe ist. Andererseits
bestatigt der in beiden Gruppen gegenlber der normoxischen Kontrolle ernie-
drigte Wert friihere fremde (Burkhoff, 1990) und eigene (Schipke et al., 1995)
Ergebnisse, nach denen der Sauerstoff im stunned Myokard nur ineffektiv in

ventrikuldre Funktion umgesetzt wird.
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Die Gabe eines Endothel-unabhangigen Dilatators ergibt mindestens drei inter-
essante Aspekte. Zunachst zeigt sich in beiden Gruppen eine Zunahme der
Durchblutung, deren relativer Anteil in der TPR-Gruppe allerdings deutlich
geringer war. Die Zunahmen sprechen jedoch dafiir, dass die glatte GefaB-
muskulatur nicht durch die Ischamie geschadigt wurde. Flr eine weitgehend
physiologische Reaktion auf die Dilatation spricht auch, dass die arteriovendse
Sauerstoffdifferenz bei beiden Nachlastbedingungen abnahm. Dennoch kam es
bei beiden Gruppen zu einer Verbesserung des Sauerstoffangebotes. In der
WS-Gruppe war dieses verbesserte Sauerstoffangebot mit einer Verbesserung
der Ventrikelfunktion und damit einer Verbesserung des externen Wirkungs-
grades verbunden. Wahrend unter physiologischen Bedingungen der Sauer-
stoffbedarf das Sauerstoffangebot reguliert, kam es bei den Herzen der WS-
Gruppe zu einer Umkehr der Ursache-Wirkungs-Beziehung und damit zu dem
in der Literatur beschriebenen Gregg-Phdnomen (Gregg et al., 1957; Gregg,
1963), dessen Zustandekommen ganz Uberwiegend flir unphysiologische
Bedingungen beschrieben ist (Schipke et al., 2001).

Das Vorhandensein des Gregg-Phanomens im stunned Myokard wirft die Frage
auf, ob die postischdmische Dysfunktion nicht doch therapiebediirftig ist, da
sich durch das verbesserte Sauerstoffangebot unmittelbar die Funktion ver-
bessern und mittelbar die Erholungszeit verklrzen I&sst.

Bei den Herzen mit dem systemischen Widerstand fuhrt die Verbesserung des
Sauerstoffangebotes nach SIN-1-Gabe nicht zu einer Verbesserung der Ven-
trikelfunktion und damit folgerichtig zu einer Abnahme des externen Wirkungs-

grades. Damit liegt bei diesen Herzen kein nennenswertes myokardiales
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Stunning mehr vor, und es ergibt sich die Frage, woflir der zusatzliche Sauer-
stoff verwendet wird. Eigene Messungen zur Beantwortung der Frage liegen
nicht vor, aber aus der Literatur l1&sst sich spekulieren, dass ein Teil zur Bildung
von energiereichen Phosphaten (Demaison et al., 1994, Bolling et al., 1995)

und ein anderer Teil fir Reparaturprozesse (Ferrari, 1995) herangezogen wird.

4.3 Klinische Relevanz

Obwohl die Frage, inwieweit stunning klinisch relevant ist, bisher nicht mit
letzter Sicherheit beantwortet werden kann, gibt es Hinweise, dass stunning fir
die Morbiditat von Patienten mit koronarer Herzkrankheit eine wichtige Rolle
spielt (Bolli, 1998). Einerseits kann myokardiales Stunning bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit spontan auftreten, andererseits kann Stunning iatrogen
im Herz-Katheterlabor oder in der Herzchirurgie induziert werden. Alle MaB-
nahmen, die die méglicherweise langanhaltenden Folgen auf die ventrikuléare
Funktion, den Stoffwechsel und die Koronardurchblutung mindern, sollten daher
ergriffen werden. Zu den bisher mehr oder weniger etablierten MaBnahmen
gehért der Einsatz von Radikalfangern (Vedrinne et al., 1996; Bolli, 1998) und
von Substanzen, welche den gestérten Ca®*-Haushalt (Bolli 1998) verbessern
helfen.

Die vorliegenden Ergebnisse legen zwei weitere MaBnahmen nahe. Die erste
betrifft eine weitere Verbesserung des Sauerstoffangebotes wahrend der post-
ischamischen Reperfusion. Dieser Vorschlag scheint Uberraschend, nachdem

die Ischdmie, die zum myokardialen Stunning geflihrt hatte, mit Beginn der
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Reperfusion beseitigt ist, und das stunned Myokard nicht als therapiebedurftig
betrachtet wird (Heusch, 1993). Diese Studie und friihere Studien (Burkhoff et
al, 1990; Schipke et al, 1995) zeigen allerdings, dass der angebotene Sauer-
stoff wahrend der Reperfusion nur ineffizient in ventrikulare Funktion umgesetzt
wird. Méglicherweise wird ein Teil des Sauerstoffes flir Reparaturprozesse ver-
wendet (Ferrari, 1995), die durch ein verbessertes O.-Angebot schneller durch-
gefuhrt werden kénnten. Die zweite MaBnahme betrifft die Kontraktionsform.
Die vorliegende Studie zeigt sehr deutlich, dass die postischamische, ventri-
kulare Dysfunktion weit weniger ausgepragt ist, wenn sich die Myokardfasern
verklrzen kénnen, und es damit zum shortening deactivation kommt.

Bei in situ Bedingungen ist die Ischamie haufig nur regional. Im intakt geblie-
benen Areal kommt es haufig zu einer kompensatorischen Mehrarbeit (Chow et
al., 1992). Als Ergebnis davon wird zunachst das ischamische, akinetische
Areal gedehnt (=myokardiales Bulging; Noma et al., 1988). In der anschlie-
Benden Reperfusion bleibt das postischamische Areal dysfunktionell, so dass
das shortening deactivation zumindest vermindert ist. Mdglicherweise tragt
dieses Phanomen zu der teilweise sehr lange anhaltenden Dysfunktion im

regionalen stunned Myokard bei.

4.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung
Haben die Nachlastbedingungen Einfluss auf die Funktionen des stunned Myo-
kard — zur Beantwortung dieser Frage fuhrten wir eine Untersuchung an 13 iso-

lierten Kaninchenherzen durch. In einer Gruppe (n=7) warfen die Herzen an
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einer herkdmmlichen, modifizierten Langendorff-Anlage gegen eine Wasser-
saule als Nachlastaquivalent (Wassersaulen- oder WS-Gruppe) aus, und in
einer anderen Gruppe (n=6) gegen einen von uns entwickelten Widerstand aus
zwei Kunststoffrohrchen (TPR-Gruppe). Dieser Widerstand sollte physiolo-
gischere Arbeitsbedingungen flr das Herz bieten als die traditionell verwendete
Wassersdule. Weiterhin sollte untersucht werden, welchen Einfluss der
Endothel-unabhangige NO-Donor SIN-1 auf die Vasomotion und Funktion des
stunned Myokard in den beiden Gruppen hat.

Unsere Ergebnisse zeigen in der TPR-Gruppe eine deutlich geringere post-
ischamische Dysfunktion, was die Vermutung stlOtzt, dass hier tatsachlich
physiologischere Arbeitsbedingungen vorliegen. Dass fast alle MessgréBen
nach 60 min Reperfusion wieder zu Ausgangswerten zurlickgefunden haben,
lasst den neuen Widerstand vor allem fir kurze Versuchsprotokolle als beson-
ders geeignet erscheinen (Kurzzeit-Stunning-Modell).

Die physiologischen Arbeitsbedingungen in der TPR-Gruppe bestanden sehr
wahrscheinlich darin, dass die Herzen neben der isometrischen auch eine
auxotone Kontraktion durchflihren konnten, es also bei diesen Herzen zu einem
shortening deactivation kam. Wir postulieren umgekehrt, dass die rein iso-
metrische Kontraktion in der WS-Gruppe eine rasche funktionelle Erholung
wahrend der Reperfusion verhindert. Die Zunahme der Durchblutung nach SIN-
1-Gabe spricht daflr, dass 60 min nach Beginn der Reperfusion keine umfang-
reichen Schadigungen von glatten Muskelzellen vorlagen. Die Funktions-
verbesserung durch den Endothel-unabhangigen NO-Donor SIN-1, die wir bei

unseren Versuchen in der WS-Gruppe beobachteten, legt nahe, dass eine
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verbesserte Koronardurchblutung mit konsekutiv erhéhtem Sauerstoffangebot
von Nutzen sein kann. Der vermehrte Sauerstoffverbrauch in der TPR-Gruppe
—bei verschlechtertem Wirkungsgrad — kdnnte andererseits flr Reparatur-
prozese eingesetzt worden sein. Da es Hinweise dafiir gibt, dass stunning beim
Menschen durchaus eine wichtige Rolle spielt (Bolli, 1998), lasst dies auch fiur

die klinische Arbeit mit dem koronarkranken Patienten bedeutend erscheinen.
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