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Einleitung

1. Einleitung

Seit der Erstbeschreibung 1988 durch Yanagisawa et al. (1) ist das vasoaktive Peptid Endo-
thelin (ET) Gegenstand intensiver Forschung. Bis heute sind vier verschiedene Isoformen
bekannt: ET-1, ET-2, ET-3 (2) und ET-4 (vasoaktiver intestinaler Faktor; (3)). Im Tiermodell
wie auch beim Menschen scheint ET-1 die bedeutendste Isoform zu sein. In Gefal3-
endothelzellen wird mit Hilfe spezifischer Endopeptidase aus Pre-Pro-Endothelin zuerst Big-
Endothelin und schlief3lich mit Hilfe von Endothelin Converting Enzyme (ECE) Endothelin
synthetisiert. Die Abgabe von Endothelin erfolgt zu ca. 80 % abluminal an das angrenzende

Gewebe (1;4).

Endothelin bindet hauptsachlich an zwei spezifische Rezeptoren, welche von Maggi et al. als
ETa (A fur Aorta) und ETg (B fur Bronchus) definiert wurden (5). ETa-Rezeptoren lassen sich
durch kompetitive Hemmung mit dem spezifischen ETas-Rezeptorblocker BQ123 weiter in
ETa- und ETar-Rezeptoren unterscheiden (6). ETa-Rezeptoren kommen gréftenteils in
glatten Gefalmuskelzellen und Kardiomyozyten vor (7). ETg-Rezeptoren lassen sich hin-
gegen Uberwiegend in Endothelzellen und glatten GefaBmuskelzellen finden (8). Auch ETg-
Rezeptoren lassen sich weiter unterteilen: ETgi-Rezeptoren fiihren durch Freisetzung von
NO zu einer Vasodilatation und ETg,-Rezeptoren I6sen eine Vasokonstriktion aus (9). Einen
in Hautdrisen von afrikanischen Fréschen (Xenopus laevis) gefundenen spezifischen
Endothelinrezeptortyp bezeichnet man als ET¢ (10). Seine Funktion ist bis heute unbekannt.
Uber ETa- und ETg-Rezeptoren beteiligt sich Endothelin an der Aufrechterhaltung des vaso-
muskularen Grundtonus (11). Hierbei werden Uber ETg-Rezeptoren des Gefallendothels die
Vasodilatation und Uber ETa- und ETg-Rezeptoren der glatten GefalBmuskelzellen die Vaso-

konstriktion gesteuert ((12); Abb. 1).
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Abb. 1: Modulation der Endothelinbiosynthese und Einfluss von Endothelin auf glatte Muskel-

Glatte Muskelzelle

zellen. Von glatten Muskelzellen produzierte diffusionsfahige Stoffe hemmen die Konver-
sion von Pre-Pro-ET zu Big-ET (,smooth muscle derived inhibitory factor”, SMIF). Zusatz-
lich kbnnen Proteasen, welche mit der Zelloberflache der glatten Muskelzellen assoziert
sind, abluminal freigesetztes Endothelin abbauen. Das durch Aktivierung von ETg;-
Rezeptoren in Endothelzellen produzierte Stickstoffmonoxid (NO) inhibiert die Konversion
von Pre-Pro-ET zu Big-ET oder fihrt in glatten Muskelzellen zu einer Dilatation, welche
der Uber ET,- und ETg,-Rezeptoren endothelinvermittelten Kontraktion entgegenwirkt.

Synthese von Endothelin siehe Text. In Anlehnung an Rubanyi G. et al. (13).

Endothelin gehort zu den starksten bekannten Vasokonstriktoren (1) und flhrte, bei Hunden
als Bolus gegeben, zunachst zu einer voribergehenden Dilatation der kleinen und grof3en
Koronararterien, welcher eine anhaltende Vasokonstriktion folgte (14). Im Gegensatz dazu
I6ste die kontinuierliche Gabe von Endothelin nur eine Vasokonstriktion aus (14). In eigenen
Versuchen am offenen Kaninchenherzen fiihrte die Bolusgabe von ET-1 zu einer ETa-
Rezeptor vermittelten peripheren Vasokonstriktion (15). Beim Menschen wird eine Kon-
striktion der Koronargefalte durch Endothelin fast ausschlieRlich durch ETs-Rezeptoren ver-
mittelt (16;17). Endothelin aktiviert (iber ETa-Rezeptoren an der Zelloberfliche Ca**-Kanale
(1;18). Die Folge ist ein vermehrter, vom extrazelluliren Ca®-Gehalt abhangiger,

Ca?*-Einstrom in die Zelle. Hieraus resultiert eine erhohte intrazelluldre Ca*-Konzentration.
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Des weiteren kommt es, vermittelt durch die ETs-Rezeptoren, zu einer G-Protein assoziierten
Aktivierung von Phospholipase C. Hierdurch wird aus Phosphoinositolbiphosphat 1,4,5-
Inositoltriphosphat und Diacylglycerol gebildet (19-24). Ca** wird aus dem sarko-
plasmatischen Retikulum freigesetzt und Proteinkinase aktiviert (25-28). Am Ende dieser
Aktivierungskaskade steht die weitere Erhéhung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration und
die Kontraktion der Zelle (Abb. 2). Zusétzlich wachst durch Endothelin die myofibrillare Ca®*-

Sensibilitat (9).

2+

Ca
ET, >
G-Protein
S—
PIP, v
Ca2+

~

—> I, —»

L » DAG » PKC

s dl K ONtraktion

Abb. 2: Signaltransduktion der durch Endothelin vermittelten Kontraktion in glatten Muskelzellen.
Nach Bindung von ET-1 an ETs-Rezeptoren kommt es zur Aktivierung von trans-
membrandsen Ca”*-Kanalen und Phospholipase C (PLC). Durch die aktivierte PLC wird
aus Phosphoinositolbiphosphat (PIP,) vermehrt 1,4,5-Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) gebildet. Ca®* ([Ca®']sr) wird aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum freigesetzt und erhoht zusammen mit dem durch die geéffneten Ca**-Kanéle
einstromenden Ca”* die intrazellulare Ca**-Konzentration ([Ca®']). Zusammen mit der
durch DAG aktivierten Phosphokinase fihrt dies zu einer vermehrten Kontraktion der

Muskelzelle (ndheres siehe Text). In Anlehnung an Rubanyi et al. (13).

13



Einleitung

Endothelin wirkt nicht nur vasoaktiv, sondern beeinflusst noch eine Reihe von anderen
Prozessen. Endothelin moduliert Wachstumsprozesse (29-31) und spielt eine Rolle bei der
Thrombogenese und Neutrophilen-Adhasion (32-35). Des weiteren beeinflusst es neben der
vaskularen Permeabilitat (36;37) auch die Nozizeption (38) und wirkt bronchokonstriktorisch
(39). Am Herzen sind positiv inotrope, negativ chronotrope (40;41) sowie negativ lusitrope
Effekte (42) beschrieben. In Bezug auf die Inotropie sind die Resultate widersprichlich.
Wahrend in mehreren tierexperimentellen und klinischen Studien positiv inotrope Effekte
nachgewiesen wurden (15;43-47), berichten andere Studien negativ inotrope Reaktionen
(48-50). Es ist anzunehmen, dass die durch Endothelin vermittelte Wirkung sowohl vom
physiologischen und pathologischen Zustand des Herzens als auch von der vorliegenden

Dosis abhangig ist (51;52).

Entsprechend dem Wirkungsspektrum von Endothelin werden spezifische Rezeptoren auller
in glatten Muskelzellen und Endothelzellen auch in verschiedenen anderen Effektororganen
gefunden, wie zum Beispiel in Niere, Nebenniere, Herz, ZNS und Lunge. In der Pathogenese
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen wurde Endothelin als wichtige Mediator-
substanz erkannt. Es konnte gezeigt werden, dass die Plasma-Endothelin-Spiegel bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt deutlich erhéht sind (53-57). Omland et al beobach-
teten eine positive Korrelation von erhdhten Plasmaendothelinwerten und Patientenmortalitat
1 Jahr nach erlittenem Myokardinfarkt (58). In Ischamie-Reperfusionsmodellen an Hunden
(59) und Kaninchen (60) waren die gemessenen Endothelinwerte ebenfalls signifikant
erhdéht. Um die Rolle von Endothelin wahrend eines akuten Myokardinfarktes und der
anschlielenden Reperfusion weiter zu untersuchen, wurde eine Vielzahl tierexperimenteller
Versuche durchgeflihrt, bei denen Koronararterien okkludiert und anschlieRend die Herzen
Uber unterschiedliche Zeitraume reperfundiert wurden. In Studien, welche die Grofie eines
aus einem Ischamie-Reperfusionsmodell resultierenden Infarktes bestimmten, wurden spezi-

fische Endothelinrezeptor-Antagonisten (61;62) oder Antikdrper gegen Endothelin verwendet
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(54). Aufgrund der komplexen Wirkungen von Endothelin ist es schwer zu entscheiden, ob
erhdhte Endothelinwerte gut oder schadlich sind (63). Einige Studien weisen auf eine
Beteiligung von ET-1 bei Heilungsprozessen nach einem Herzinfarkt hin (64;65). Anders als
andere Peptide, welche bei Bedarf sofort wirken und anschlieRend abgebaut werden, scheint
das Endothelinsystem mdglicherweise nicht als Akutsubstanz zu wirken. Hierflr spricht, dass
die ppET-1 mRNA nach einem akuten Myokardinfarkt erst 7 Tage spater maximal hoch-
reguliert wird (66). Es ist denkbar, dass Endothelin aufgrund seiner inotropen Eigenschaften
die funktionellen Konsequenzen eines Myokardinfarktes positiv beeinflusst (15). Andere
Studien berichten dagegen von einer negativen Endothelinwirkung auf Ischamie-Reper-
fusionsschaden oder die Ausdehnung des Infarktbereiches (60;67). Somit ist die Bedeutung
der Aktivierung des gesamten Endothelinsystems nach einer Myokardischamie unklar. Auch
in Bezug auf den Zeitpunkt und die Folgen einer ET-1-Rezeptorblockade nach einem
Myokardinfarkt sind die Studienergebnisse widersprichlich. Es ist noch nicht geklart, ob eine
ET-1-Blockade vor oder nach einer myokardialen Ischamie férderlich oder schadlich ist und
welcher Rezeptor diese Effekte vermittelt. Die Antworten auf diese Fragen kdnnten nicht nur
fur die akute Ischamietherapie, sondern insbesondere fur die Behandlung von Patienten mit

chronischem Herzversagen von Bedeutung sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den optimalen Zeitpunkt einer ET-1 Antagonisierung und
die kurzfristigen Auswirkungen auf die Hdmodynamik und den Infarktbereich zu ermitteln.
Hierfur wurde ein etabliertes Ischamie-Reperfusionsmodell an New-Zealand-White-Kanin-
chen gewahlt, bei dem in vivo ein grofRer Ast der linken Koronararterie flir 60 min okkludiert
und anschlielend fiir 180 min reperfundiert wurde. Um zwischen ETa- und ETps- vermittelten
Wirkungen unterscheiden zu kdnnen, wurden in unseren Versuchen ein spezifischer ETa-
Rezeptorblocker (LU135252) und ein spezifischer ETg-Rezeptorblocker (BQ788) verwendet.
Um den optimalen Zeitpunkt der Endothelinblockade zu ermitteln, wurden die Rezeptor-

blocker in unterschiedlichen Zeitintervallen appliziert.
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2. Material und Methodik
2.1 Experimenteller Versuchsaufbau

2.1.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an insgesamt 46 New-Zealand-White-Kaninchen durchgefiihrt. Die
Tiere wurden entsprechend den Bestimmungen nach § 8, Abs. 1 des Tierschutzgesetzes

behandelt.

2.1.2 In vivo Préaparation

Die Anasthesie der Kaninchen (n=46; 2500-3720 g) erfolgte mit einer Kombination aus
Ketavet® (25 mgkg' Ketaminhydrochlorid i.m.) und Rompun® (5 mgkg' Xylazin i.m.).
AnschlieRend wurde die Narkose Uber einen vendsen Zugang in der Ohrrandvene mittels
Nembutal® i.v. (15-20 mg kg'h”" Pentobarbital in 0,9% NaCl) aufrechterhalten. Nach Tra-
cheotomie und Intubation wurden die Tiere mit Pancuronium® (0,4 mg kg Pancuronium-
bromid, i.v.) relaxiert und Gber einen Respirator (Ugo Basile, Biological Research Apparatus)
mit einem Gemisch aus Carbogen (95 % O,, 5 % CO,) und Raumluft ventiliert (Atemfrequenz
35 min™", Atemzugvolumen 20-30 ml). Die Korpertemperatur wurde (iberwacht und durch
eine Heizdecke bei ca. 37 °C konstant gehalten. Die linke A. carotis wurde kandliert, um den
arteriellen Druck zu bestimmen und Blutproben zu entnehmen. Medikamente und Vehikel
(0,9 % NaCl) wurden Uber die linke V. jugularis verabreicht, die zu diesem Zweck ebenfalls
kanuliert wurde. Um den Aortenfluss zu messen, wurde nach einer medianen Sternotomie
und Pericardiotomie ein Flussmesskopf (4SB256, Transonic Systems) um die Aorta ascen-
dens plaziert und mit einem Flussmessgerat (T206 2-channel, Transonic Systems) ver-
bunden. Die Messung des linksventrikularen Druckes erfolgte mit einem 3F-Nadeltip-Mano-
meter (Millar), welches in die Spitze des linken Ventrikels eingeflhrt wurde. In jeder Gruppe
wurde ein grolRer Ast der linken Koronararterie unterhalb des oberen Drittels zwischen der

atrioventrikularen Furche und der Herzspitze mit einer Schlinge aus chirurgischen Naht-
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material (6-0, Prolene) okkludiert. Nach einer 60-min Ischamie wurde die Schlinge gelost,

und es folgte eine 180 min Reperfusion.

2.1.3 Messung der InfarktgrofR3e

Am Ende der Reperfusion wurde die Arterie reokkludiert und 4 ml einer 10 %igen Evans Blau
Lésung als Bolus solange in die linke V. jugularis injiziert, bis die Augen des Kaninchens sich
blau farbten. Die Kaninchen wurden anschlieflend getoétet und die Herzen entfernt und bis
zur weiteren Bearbeitung tiefgefroren. Danach wurden alle Herzen parallel zur atrio-
ventrikularen Furche in 5 bis 6 gleich dicke transversale Scheiben geschnitten. Der gefahr-
dete Myokardbereich konnte durch die fehlende Blaufarbung bestimmt werden. Die Gewebe-
scheiben wurden in einer 1 %igen TTC-Ldsung in isotonischem Phosphatpuffer (pH 7,4) bei
einer Temperatur von 37 °C fir 15 min inkubiert. Hiernach zeigte nekrotisches Myokard eine
graue, durchblutetes Myokard eine blaue und gefahrdetes myokardiales Gewebe eine rote
Farbe. Der gefahrdete Bereich sowie das Infarktareal wurden fir jede Gewebescheibe unter

Verwendung einer Bild-Analyse-Software (MS Autosketch) mittels Planimetrie berechnet.

2.2 Experimentelles Protokoll

2.2.1 MessgrofRen
Bei allen Versuchen wurden folgende Variablen unter Verwendung eines Acquisitions- und
Analyseprogrammes (Powerlab®) kontinuierlich aufgezeichnet und gleichzeitig fiir die

spatere Analyse digital gespeichert:

. Aortenfluss (AoF, ml min™")
. Aortendruck (AoP, mmHg)

o Max. linksventrikularer Druck (LVPmax, mmHQ)
o Min. linksventrikularer Druck (LVPmin, mmHg)

17
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Von letzterem Signal wurden folgende Variable abgeleitet:
o Herzfrequenz (HF)

o Druckanderungsgeschwindigkeit (dP/dt, mmHg - s™)

Folgende Variablen wurden berechnet:

o Schlagvolumen (SV = AoF/ HF, ml)
. Externe Herzarbeit (W = SV - LVP5x, mmHg - ml)
o Totaler peripherer Widerstand (TPR = AoF - AoP, ml - min™ - mmHg)

2.2.2 Ausschlusskriterien

Tiere, welche durch Arrhythmien oder Herzversagen vor Abschluss des Protokolles ver-
starben, wurden ausgeschlossen. Demzufolge wurden von den insgesamt 46 New-Zealand-

White-Kaninchen 14 Tiere in die Auswertung nicht einbezogen.

2.2.3 Versuchsprotokoll

Die in vivo Praparation der Kaninchen dauerte im Durchschnitt 30 min. Alle Tiere konnten
sich anschlieBend 30 min hamodynamisch stabilisieren, bevor sie einer der folgenden vier
Gruppen zugeordnet wurden. Die Kaninchen der Kontrollgruppe (n=9) erhielten keine ET-
Rezeptorantagonisten. Auf die Gabe des Ldsungsmittels NaCl wurde verzichtet, da in
Vorversuchen keine Beeinflussung der funktionellen Gro3en oder der InfarkigroRe beob-
achtet wurde. Den Tieren der BQ788-Gruppe (n=7) wurde der spezifische ETg-Rezep-
torantagonist BQ788 10 min vor Beginn bis zum Ende der 60-min Ischamiephase in einer
Dosierung von 4,5 mg/kg verabreicht. Die Tiere der LU-fruh-Gruppe (n=9) erhielten anstelle
von BQ788 den spezifischen ETa-Rezeptorantagonisten LU135252 in einer Dosierung von

1 mg/KG. Im Gegensatz hierzu wurde den Tieren der LU-spat-Gruppe (n=7) LU135252 erst
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zu Beginn der Reperfusion gegeben. LU135252 wurde in dieser Gruppe tber 180 min in

einer Dosierung von insgesamt 1 mg/kg kontinuierlich verabreicht (Abb. 3).

Kontroll-Gruppe

>
BQ-Gruppe BQ788

>
LU-friih-Gruppe LU135252

>
LU-spat-Gruppe LU135252

>

30 30 60 180 t [min]

Praparation | Stabilisierung ‘ Ischamie Reperfusion
Abb. 3: Schematische Darstellung der vier Versuchsprotokolle. Zeitintervalle in Minuten.
2.3 Pharmakologische Substanzen
Folgende Substanzen wurden in einer 0,9 % NaCl-Losung gelost:
o BQ788 (N- cis- 2,6- dimethylpiperidinocarbonyl- L-yMeLeu-D-Trp(COOMe)-

DNLe- Ona) (Alexis Co, San Diego, CA, USA)
o LU 135252 ((+)-(S)-2-(4,6-dimethoxypyrimidin- 2-yloxy)-3- methoxy-3,3-diphenyl-

propionic acid) (Knoll AG, Ludwigshafen)

2.4 Datenerhebung und Statistik

Zur Analyse der hdmodynamischen Daten wurde das Powerlab® Programm verwendet. Alle
Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die statistische
Analyse wurde mit einem statistischen Software Packet (SPSS) ausgefihrt. Um die Effekte
der Medikamente zu testen, wurde fur jede Tiergruppe eine Ein-Weg-Varianzanalyse mit

anschlielendem post-hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Als Signifikanz-
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schranke wurde p < 0,05 gewahlt. Die Daten wurden nach 30 min Stabilisation, am Ende der

Ischamie und nach 30 und 180 min Reperfusion erfasst.
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3. Ergebnisse

Mit Hilfe der Endothelinrezeptor-Antagonisten BQ788 und LU135252 wurde die Rolle von
Endothelin wahrend und nach einer myokardialen Ischamie untersucht. Neben der
Veranderung der InfarkigroRe waren Einflisse auf die Ventrikelfunktion und die Hamo-

dynamik von besonderem Interesse.

Die Ergebnisse werden in Tabellen (Mittelwerte + Standardabweichung) oder in Saulen-
diagrammen dargestellt. Von den insgesamt 46 Tieren verstarben 14 vor Ablauf des Proto-
kolles. In der Kontrollgruppe starben vier Tiere wahrend der Ischamie an Arrhythmien. In der
BQ788-Gruppe zeigten zwei Tiere Kammerflimmern, so dass das Protokoll nicht beendet
werden konnte. Ein Tier verstarb wahrend der Ischamie und eines nach 2 h Reperfusion. In
der LU-frih-Gruppe verstarben insgesamt drei Tiere an Kammerflimmern, Ein Tier verstarb
noch in der Erholung nach der Praparation, ein Anderes nach 2 h und das Dritte nach 2,5 h
Reperfusion. In der LU-spat-Gruppe fielen vier Tiere aufgrund von Kammerflimmern aus.
Drei davon noch wahrend der Ischamie und eines in der Reperfusion. Ein Tier verstarb in der
Ischdmie aufgrund eines grof’en Blutverlustes mit konsekutivem Pumpversagen. Somit

waren allen Gruppen etwa im gleichen Umfang von Ausfallen betroffen.

3.1. Herzfrequenz

Zu Beginn des Protokolles unterschied sich die Herzfrequenz in allen vier Gruppen nicht
wesentlich voneinander. In der Kontrollgruppe stieg sie bis zur Beendigung des Versuches
kontinuierlich an (+31 %). Ebenso erhdhten sich die Werte in der BQ788-Gruppe bis 30 min
nach Reperfusionsbeginn kontinuierlich (+32 %). Bis zum Ende des Versuches kam es nur
noch zu geringfigen Anderungen. Die LU-friih-Gruppe zeigte bis zum Reperfusionsende

eine stetig ansteigende Herzfrequenz (+43 %). In der LU-spat-Gruppe entwickelte sich die
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Herzfrequenz &hnlich wie in der Kontrollgruppe. Nach dem kontinuierlichen Anstieg erreichte

sie ihr Maximum 180 min nach Beginn der Reperfusion (+34 %, Tab.1).

Tab.1: Herzfrequenz (HF); Mittelwerte + Standardabweichung.
Gruppe HF [min™]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle 177 + 25 192 + 38 206 + 45 227 + 53
BQ788 193 + 65 222 + 51 232 + 33 241 +43 232 + 61
LU-frih 177 £ 32 210 +30 232 + 37 244 + 45 247 + 54
LU-spat 178 + 42 207 + 43 221+ 29 226 + 50

3.2. Systolische GréRRen

3.2.1. Maximaler linksventrikularer Druck

In der Kontrollgruppe sank der maximale linksventrikulare Druck (LVP.x) bis zum Ende der
Ischamie um 16 %. Wahrend der anschliefenden Reperfusion stieg er kontinuierlich und
erreichte gegen Ende des Protokolles ahnliche Werte wie zum Zeitpunkt der Kontrolle. Die
BQ788- Gruppe zeigte den gleichen Abfall von LVP.x bis zum Ischamieende. Im Verlauf der
Reperfusion kam es hier nach 30 min erst zu einem leichten (+4 %) und nach 180 min
schlielllich zu einem deutlichen Anstieg (+21 %) der Werte, so dass LVP.x bei Versuchs-
ende um 9 % gegenlber dem Ausgangswert erhdht war. LVP,x der LU-frih-Gruppe fiel im
Vergleich zur Kontrollgruppe bis zum Ischamieende etwas starker ab (-25 %). In den ersten
30 min der Reperfusion sanken die Werte um weitere 5 % und stiegen nur noch gering bis
zum Versuchsende (+3 %). Auch in der LU-spat-Gruppe sank LVPpa bis zum Ende der
Ischamie deutlicher als in der Kontrollgruppe. Im weiteren Verlauf reduzierten sich die Werte
im Gegensatz zu den anderen Gruppen kontinuierlich bis zum Versuchsende um weitere
13 % und lagen bei Beendigung des Protokolles signifikant unter denen der Kontroll- und

BQ788-Gruppe (Tab. 2).
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Tab.2: Maximaler linksventrikuléarer Druck (LVPa); Mittelwerte £ Standardabweichung, *p<0,05
vs. Kontrollgruppe und BQ788-Gruppe.

Gruppe LVPmax [MmHg]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle 88 +13 73 +16 77+9 82 + 11
BQ788 84 +17 80+ 11 68 +11 72+6 86 £ 35
LU-friih 94 +17 85+ 17 67 + 15 63 + 13 67 =19
LU-spat 94 +15 70+ 16 65+ 13 58 + 5

3.2.2. Maximale linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit

Zum Kontrollzeitpunkt lag die maximale linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit
(dP/dtmax) der Kontroll- und der BQ788-Gruppe signifikant (+25 %) Uber dem Wert der LU-
frih- und LU-spéat-Gruppe. DP/dt . fiel in der Kontrollgruppe bis zum Ende der Ischdmie um
24 %. Wahrend der anschlieenden Reperfusion stiegen die Werte wieder leicht an. In der
BQ788-, der LU-friih- und der LU-spat-Gruppe verschlechterte sich dP/dt,.x bis zum
Ischamieende wie in der Kontrollgruppe. Ahnlich wie in der Kontrollgruppe wurde in der
BQ788-Gruppe ein leichter Anstieg von dP/dt.x beobachtet. Hierbei erhohten sich die Werte
nach 30 min erst um 4 % und nach 180 min um weitere 10 %. In der LU-frih-Gruppe war
dieser Anstieg geringer ausgepragt (+3 %). In der LU-spat-Gruppe kam es nach 30 min

(-4 %) und nach 180 min (-9 %) zu einem signifikanten Abfall von dP/dt,. (Tab. 3).
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Tab. 3: Maximale linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt,.x). Mittelwerte + Stan-
dardabweichung, °p<0,05 vs Kontrolle, *p<0,05 vs. Kontrollgruppe und BQ788-Gruppe.
Gruppe dP/dtmax [MmHg/s]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180

Kontrolle 1732 + 380 1305 + 330 1202 + 262 1442 + 306
BQ788 1746 £ 179 1578 £ 218 1261 + 184 1328 + 184 1503 + 570
LU-frih 1293 + 239° 1178 + 199 974 +160 1024 + 330° 1012 + 281
LU-spat 1313 £ 128° 974 + 216 941+ 275* | 822+ 163*

3.2.3. Aortenfluss

Die Ausgangswerte des Aortenflusses der BQ788-Gruppe lagen bei Kontrolle geringfiigig
unter denen der anderen drei Gruppen. Der Aortenfluss sank in der Kontrollgruppe bis zum
Ischamieende um 20 %. In der Reperfusion stiegen die Werte Uber 180 min wieder leicht an
(+9 %) blieben aber unter dem Ausgangsniveau. Die BQ788-Gruppe zeigte wahrend des
Protokolles eine ahnliche Entwicklung. Zuerst fiel der Aortenfluss wahrend der Stabilisierung
und der folgenden Ischamie kontinuierlich ab (-18 %), stieg aber nach 30 min Reperfusion
(+7 %) wieder an. Bis zum Versuchsende stagnierten die Werte dann auf diesem Niveau. In
der LU-frih-Gruppe sank der Aortenfluss wahrend der Stabilisierung um 14 %. Im
Gegensatz zur Kontrollgruppe stiegen die Werte wahrend der Ischamie (+9 %) und fielen
dann innerhalb der Reperfusion (-8 %). Der Aortenfluss der LU-spat-Gruppe zeigte einen von

der Kontrollgruppe nur geringfligig abweichenden Verlauf (Tab. 4).
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Tab. 4: Aortenfluss (AoF). Mittelwerte + Standardabeichung.
Gruppe AoF [ml/min]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle 237 + 38 194 + 36 203 + 49 216 + 60
BQ783 204 + 27 188 + 26 164 + 21 178 + 28 177 + 51
LU-frih 248 + 76 222 + 81 235+ 80 217 + 81 208 + 119
LU-spat 260 + 17 195 + 41 210 + 41 220 + 30

3.2.4. Schlagvolumen

Das Schlagvolumen der einzelnen Gruppen unterschied sich bei Kontrolle nur unwesentlich

voneinander. In der Kontrollgruppe verringerte sich das Schlagvolumen bis zur Beendigung

der Ischamie deutlich (-23 %). In der Reperfusion verschlechterten sich die Werte nur noch

marginal. Die BQ788-Gruppe zeigte einen ahnlichen Abfall des Schlagvolumens bis zum

Ischamieende (-22 %) und nur noch unwesentliche Veranderungen in der Reperfusion. In

der LU-friih-Gruppe war der gleiche Verlauf wie in der Kontrollgruppe zu beobachten. In der

LU-spat-Gruppe veranderte sich das Schlagvolumen ahnlich wie in der Kontrollgruppe,

wobei der initiale geringflgig starkere Abfall (-35 %) und der nach 180 min stattfindende

Anstieg (+3 %) abwichen (Tab. 5).

Tab. 5: Schlagvolumen (SV). Mittelwerte + Standardabeichung.
Gruppe SV [ml]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle 1,36 £ 0,28 1,02+ 0,13 1,00 +0,18 0,87 +0,18
BQ788 1,13+0,32 0,87 +0,15 0,73+0,17 0,76 +0,19 0,78 +£ 0,29
LU-friih 1,44 £ 0,54 1,10 + 0,41 1,03 + 0,36 0,92 0,38 0,89 £ 0,58
LU-spat 1,54 +0,37 101+045 | 0,94 +0,21 1,07 +0,35
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3.2.5. Externe Herzarbeit

Die externe Herzarbeit (W) verschlechterte sich in der Kontrollgruppe bis zum Ende der
Ischamie deutlich (-35 %) und veréanderte sich in der anschlieBenden Reperfusion nur
unwesentlich. Die BQ788-Gruppe zeigte eine kontinuierliche Reduktion von W (-42 %) bis
zum Ende der Ischamie. In der nachfolgenden Reperfusion stiegen die Werte nur um 7 %
wieder an. Die kontinuierliche Verschlechterung der Werte bis zum Ischdmieende um 37 %
fand sich auch in der LU-frGh-Gruppe. In der Reperfusion fielen die Werte um weitere 30 %.
In der LU-spat-Gruppe war der Abfall der Werte bis zum Ende der Ischdmie am starksten
ausgepragt (-51 %). Anschlielend veranderten sich die Werte nur noch geringfligig und

waren bis zum Versuchsende um weitere 7 % gesunken (Tab. 6).

Tab. 6: Externe Herzarbeit (W). Mittelwerte + Standardabeichung.
Gruppe W [mMmHG « ml]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle 120 + 31 74 £ 16 76 £13 73 £ 21
BQ788 96 +38 69 + 17 50+ 18 54 + 16 67 £42
LU-frih 140 £ 64 96 £ 42 70 £ 30 55 + 26 58 + 50
LU-spat 148 + 75 7553 63 +24 62 + 22

3.3 Diastolische Gro3en

3.3.1. Minimaler linksventrikularer Druck

Bei Kontrolle unterschied sich der minimale linksventrikulare Druck (LVP,,) der vier Gruppen
nicht voneinander. In allen Gruppen kam es wahrend des Protokolles zu einem deutlichen
Anstieg von LVP.,,. In der Kontrollgruppe stieg LVP,in kontinuierlich bis zum Protokollende
(+70 %). In der BQ788-Gruppe stieg LVP.,, wahrend der Stabilisierung (+85 %) und der
Ischamie (+63 %) zuerst an. Anschlieend fielen die Werte nach 30 min Reperfusion (-15 %)
und nahmen nach 180 min Reperfusion erneut zu (59 %). LVP,, verhielt sich in der LU-frih-

Gruppe wie in der BQ788-Gruppe, wies aber statt des Rickganges der Werte in den ersten
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30 min der Reperfusion einen dezenten Anstieg auf (+7 %). In der LU-spat-Gruppe erhdhte

sich LVP.;, absolut weniger stark war aber am Ende der Ischamie und wahrend der

Reperfusion um 97 % gegenuber dem Ausgangswert gestiegen (Tab 7).

Tab. 7: Minimaler linksventrikularer Druck (LVP,). Mittelwerte £ Standardabeichung.
Gruppe LVPin [mmHg]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle 7+5 10+7 12+6 14+7
BQ788 5+5 11+5 14 +6 13+4 17 +4
LU-frh 8+5 1M1+7 13+7 14+7 17+8
LU-spat 6+5 11+4 11+5 11+5

3.3.2. Minimale Druckanderungsgeschwindigkeit

Die Werte fir die minimale Druckanderungsgeschwindigkeit (dP/dt.;,) unterschieden sich bei

Kontrolle innerhalb der vier Gruppen nicht voneinander. Bis Ende der Ischamie stieg dP/dt,

in der Kontrollgruppe deutlich an (+31 %) und fiel dann wahrend der Reperfusion wieder

leicht (-16 %). Der Verlauf von dP/dt,;, entsprach in den Gruppen BQ788 und LU-friih dem

der Kontrollgruppe. In der LU-spat-Gruppe stieg die dP/dt.;, zuerst deutlich bis Ischamieende

(+29 %) und dann wahrend der 180 min Reperfusion weiter dezent an (+7 %, Tab. 8).

Tab. 8: Minimale Druckanderungsgeschwindigkeit (dP/dt.;,). Mittelwerte + Standardabweichung.
Gruppe dP/dtmi, [mmHg/s]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle -1480 + 313 -1004 + 223 -1082 + 238 -1214 + 252
BQ788 -1571 + 329 -1349 + 247 -998 + 232 -1106 + 174 -1149 + 289
LU-friih 1255+280 | -1161+313 -880 + 191 -930 + 205 -941 + 222
LU-spat | 4351+ 179 941 + 188 -925 + 205 852 + 138
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3.4 Kreislaufgrof3en

3.4.1. Aortendruck

Die Aortendriicke unterschieden sich innerhalb der vier Gruppen bei Kontrolle nicht von-
einander. In der Kontrollgruppe fiel der Aortendruck bis zum Ende der Ischamie ab (-23 %)
und anderte sich wahrend der Reperfusion nur noch marginal. In der BQ788-Gruppe sank
der Aortendruck ebenfalls deutlich bis zum Ischamieende (-34 %). Nach 30 min Reperfusion
war der Aortendruck wieder leicht angestiegen (+6 %) und veranderte sich bis zum Ver-
suchsende nur noch marginal. In der LU-friih-Gruppe sank der Aortendruck kontinuierlich.
Bis zum Ende der Ischamie hatte er 22 % und nach 180 min Reperfusion 36 % gegenuber
seinem Ausgangswert verloren. In der LU-spat-Gruppe setzte sich dieser Trend fort und
fuhrte nach 180 min Reperfusion zu einer Reduktion um 46 %. Hiermit war der AoP zum
Ende der Reperfusion in der LU-spat-Gruppe gegentber der Kontrollgruppe signifikant

starker abgefallen. (Tab. 9).

Tab. 9: Aortendruck (AoP). Mittelwerte + Standardabeichung, *p<0,05 vs. Kontrollgruppe und
LU-spat-Gruppe.

Gruppe AoP [mmHg]

Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle 71+£17 54 +12 52 +15 56 +18
BQ788 79 + 14 64 + 16 52 +16 55 +17 57 + 22
LU-frih 78 + 24 64 + 11 55 + 15 49 + 14 45+ 9
LU-spat 80 + 12 55+ 13 53 + 17 44 +11*

3.4.2. Totaler peripherer Widerstand

Der totale periphere Widerstand (TPR) in der LU-spat-Gruppe lag bei Kontrolle deutlich Gber
denen der Ubrigen Gruppen. In der Kontrollgruppe fiel TPR bis 30 min nach Reperfusions-

beginn kontinuierlich ab (-14 %). In der restlichen Reperfusion veranderte sich TPR nicht.
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Die BQ788-Gruppe zeigte ebenfalls einen moderaten kontinuierlichen Abfall von TPR bis
zum Versuchsende (-21 %). In der LU-friih-Gruppe veranderte sich TPR nur marginal und
war bei Versuchsende um 6 % gegenlber seinem Ausgangswert gesunken. Der TPR der

LU-spat-Gruppe verringerte sich gleichmalig bis zum Ende des Versuches (-26 %, Tab. 10).

Tab. 10: Totaler peripherer Widerstand (TPR). Mittelwerte + Standardabeichung.
Gruppe TPR [ml min™ mmHg]
Kontrolle Blocker Ischamie Rep30 Rep180
Kontrolle 0,30 + 0,06 0,28 + 0,05 0,26 +0,06 0,26 + 0,04
BQ788 0,34 +0,13 0,30 +0,12 0,29 +0,13 0,30+ 0,18 0,27 +0,17
LU-frlh 033+0,10 | 034+022 | 0334035 | 032+0,33 | 0,31+0,20
LU-spat 0,65 + 0,14 0,56+0,17 | 053+0,18 | 0,48+ 0,20

3.5 InfarktgrdéfRen

Der ischamiebedingt gefahrdete Myokardbereich unterschied sich in allen vier Gruppen nicht

wesentlich voneinander (Tab. 11 und Abb. 4).

Tab. 11: InfarktgréRen (Al). Mittelwerte + Standardabeichung.
Gruppe
A %] Kontrolle | BQ788 | LU-frih | LU-spat
gefahrdeter Bereich des linken Ventrikels 47 + 16 52+9 50+£12 52+13
Infarktbereich im gefahrdeten Bereich 60 + 30 57 + 23 69 + 28 76 + 23
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Abb. 4: Grolle der gefahrdeten Bereiche und der Infarkte in den gefahrdeten Bereichen der

einzelnen Versuchsgruppen. Mittelwerte + Standardabweichung
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4. Diskussion

In der 180 min Reperfusion zeigte sich nach ETa-Blockade ein negativ inotroper und
lusitroper Effekt, denn LVP.x und dP/dt,.x waren signifikant und dP/dt., nicht signifikant ver-
schlechtert. Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass Endothelin am postischamischen
Herzen im Gegensatz zum normoxischen und ischamischen Herzen hauptsachlich Gber ETa-

Rezeptoren dazu beitragt, die systolische Funktion zu verbessern.

Parallel zur reduzierten ventrikuldren Funktion fiel der arterielle Druck (AoP) nach ETa-
Blockade in der spaten Reperfusion signifikant ab. Da sich der periphere Widerstand in den
einzelnen Versuchsgruppen nicht deutlich unterschied, scheint Endothelin nicht der
entscheidende Faktor flr die Regulierung des basalen Gefaldtonus zu sein, beeinflusst
jedoch maoglicherweise insbesondere in der spateren Reperfusion das Gefalisystem. Durch
die spezifische ETa- oder ETg-Rezeptorblockade wurde die InfarktgroRe in den ersten 3 h
der Reperfusion nicht signifikant beeinflusst. Eine moégliche Veranderung der Infarktgrole
durch Endothelin ist eher in einem spateren Zeitraum der Reperfusion durch proliferative,

profibrotische und inflammatorische Prozesse zu erwarten.

4.1. Methodenkritik

Aus der Literatur ist die Erhéhung der Endothelinwerte bei einer akuten Ischamie bekannt.
Daher wurde in unseren Versuchen auf die Messung von Endothelinwerten im Plasma oder
Myokard verzichtet. In dem von uns verwendeten Ischamie-Reperfusionsmodell kann nach
den Untersuchungen von Kusumoto et al. etwa von einer Verdoppelung des Plasma-

Endothelin-1 ausgegangen werden (60).

Fur unsere Versuche wurde die regionale Myokarddurchblutung nicht gemessen. Um von
ausreichend hohen Dosierungen im spateren Infarktbereich ausgehen zu kdénnen, wurde

deshalb mit der Perfusion der Endothelinantagonisten BQ788 und LU135252 bereits 10 min
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vor Beginn der Ischamie begonnen. Bei Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dass die
linksventrikuldre (LV) Funktion trotz eines erheblichen Infarktes (28 % - 40 %) bis zum
Protokollende relativ gut erhalten blieb. Es wird allerdings daran erinnert, dass 14 Tieren
aufgrund von Arrhythmien oder hohen Blutverlusten ausgeschlossen werden mussten. Des-
weiteren wurden die Versuchstiere nach unserem Protokoll nicht zusatzlich zur Narkose
analgesiert. Um die mogliche Erhdéhung der Herzfrequenz durch eine Sympathikus-
aktivierung aufgrund einer inadaquaten Schmerztherapie naher zu untersuchen, fihrten wir
in spateren Versuchen eine Analgesie mit initial 0,25 mg Fentanyl i.v. und weiteren
Bolusgaben bis zu einer Gesamtdosis von 0,1 mg durch. Die Herzfrequenz und der AoP in
diesen Versuchen unterschieden sich nicht von den in unseren Gruppen beobachteten
Werten. Die Gabe der Rezeptorblocker BQ788 und LU135252 flhrte vor Beginn der
Ischamie zu keinen Veranderungen der erfassten funktionellen Gréssen. Diese Beobachtung
deckt sich mit einer anderen Studie (68) und ist darauf zurlickzufihren, dass es erst durch

die Ischamie zu einer relevanten Erhéhung der Endothelinwerte kommt.

4.2. Einflusse auf die ventrikulare Funktion

4.2.1. Normoxische Herzen

Am normoxischen Herzen fiihrte die Applikation der verwendeten Endothelinantagonisten zu

keinen signifikanten Unterschieden der ventrikuldren Funktion in den einzelnen Versuchs-

gruppen.

Als Folge der Ischamie kam es zu einem Energieverlust in den Myokardzellen, der durch den
Abfall von LVP,ax und SV und dem kontinuierlichen Anstieg von dP/dt, und LVP,,, gekenn-
zeichnet war: in allen Versuchsgruppen zeigten sich ausgepragt negativ inotrope und lusi-
trope Reaktionen. Kompensatorisch erhéhte sich die Herzfrequenz. An der externen Herz-

arbeit lasst sich die verminderte LV-Funktion weiter veranschaulichen, denn diese Grof3e fiel
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in allen Gruppen bis zum Ischdmieende gegeniber Ausgangswerten um bis 51 %. In keiner
Gruppe wurde diese Reaktion durch das Ischamie-aktivierte Endothelinsystem verbessert.
Im Gegensatz dazu wurde durch alleinige Applikation von Endothelin an isolierten
Huhnermyokardzellen eine ausgepragte, positiv inotrope Reaktion hervorgerufen (69). Ganz
ahnlich |6ste die ET-1 Applikation positiv inotrope Reaktionen an isolierten Schweine-,
Ratten- und Kaninchenmyokardzellen aus (70;71). Watanabe et al. wiesen darauf hin, dass
diese positiv inotrope Reaktion nicht ausschliellich mit der Aktivierung spannungsabhan-
giger Ca®"-Kanale zu erkldren sei (71). Auch an menschlichen isolierten Myokardzellen
wurden ETa- und ETg-vermittelte, positiv inotrope Reaktionen beobachtet (72). In weiteren
Arbeiten wurde nachgewiesen, dass die ETa- oder ETg-Aktivierung zu erhéhtem Ca?*-
Einfluss in die Zelle, zu vermehrter Ca®*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
und zu erhdhter Ca®*-Sensibilitat fiinrt. Dieses erklart die positiv inotrope Wirkung an
isolierten Myokardzellen. Beyer et al. konnten diese positiv inotrope Wirkung von Endothelin
in vivo allerdings nicht belegen. In ihren Akut-Versuchen an Ratten blieb, wie in den von uns
durchgefiihrten Versuchen, eine positiv inotrope Reaktion nach Endothelininfusion aus. Sie
zogen hieraus den Schluss, dass der direkte positive inotrope Effekt von Endothelin in vitro
durch einen koronarkonstriktiven Effekt in vivo gegenreguliert wird (52). Auch eine moégliche
Verschlechterung der kardialen Perfusion durch die vasokonstriktive Potenz von ET-1 war in
unseren Versuchen nicht zu belegen. So wurde unter der effektiven ETA- oder ETg-Blockade
in den Gruppen BQ788 und LU-frh keine Verbesserung der LV-Funktion beobachtet.
Entsprechend diesen Ergebnissen wird die LV-Funktion durch ein aktiviertes Endothelin-

system wahrend einer akuten Myokardischamie in vivo nicht beeinflusst.

4.2.2. Postischamische Herzen

Am postischamischen Herzen scheint Endothelin hingegen von gréflierer Bedeutung zu sein.
Nach Ablauf der 180 min Reperfusion war die LV-Funktion in der Kontrollgruppe gegentber

der deutlichen Verschlechterung bis zum Ende der Ischdmie nur noch geringfugig weiter
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verringert. Diese Funktionsverschlechterung lasst sich mit dem Untergang von bis zu 40 %
der Myokardzellen des linken Ventrikels hinreichend erklaren. Signifikante Unterschiede
ergaben sich nach ETa-Blockade der LU-spat-Gruppe beziglich LVPnax und dP/dtx. Hier
wurden nach 180 min Reperfusion signifikant niedrigere Werte gegeniber der Kontrollgruppe
beobachtet. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Krause et al.,, welche nach akuter
Koronarokklusion bei Hunden nach Applikation eines nicht selektiven Endothelinantago-
nisten eine signifikante Reduktion der Nachlast verzeichneten und dieses als Zeichen der
Senkung des myokardialen Widerstandes werteten (73). Dieses konnte ein Hinweis daflr
sein, dass Endothelin im Gegensatz zum normoxischen oder ischamischen Herzen am
postischamischen Herzen dazu beitragt, die systolische Funktion zu verbessern. Auf die
diastolische Funktion scheint Endothelin auch in der frihen Reperfusion (< 180 min) keinen
Einfluss zu haben, da die diastolischen Grof3en wie dP/dt,, und LVP,, keine Unterschiede

zwischen den einzelnen Versuchsgruppen aufwiesen.

4.3. Einflisse auf die Himodynamik und das koronare und periphere Gefalisystem

Mehrere Arbeiten legen den Schluss nahe, dass das von Yanagisawa et al. 1988 (1) ent-
deckte Peptid Endothelin die Grélke eines Myokardinfarktes beeinflusst. Einer der Griinde
hierflr ist in der ausgepragten vasokonstriktorischen Potenz des Peptids zu suchen. Diese
wurde in mehreren Studien, z.B. an Karotiden (74;75), Pulmonal- (76) und Mesenterial-
arterien (77) sowie an der Aorta (78) von Kaninchen nachgewiesen. Kusumoto et al.
beobachteten unter Infusion von Endothelin an isolierten Kaninchenherzen einen Anstieg
des koronaren Perfusionsdruckes und fuhrten dieses auf eine Konstriktion der Koronar-
arterien zurlck (60). Zu ahnlichen Ergebnissen kommen Donkier et al. in Versuchen an
Hundeherzen. Sie zeigten, dass der Perfusionsdruck im ischamischen Bereich starker
anstieg als im umliegenden, normal perfundierten Gewebe (79). Dabei war die Wirkung von
Endothelin dosisabhangig. In einer Studie von Traverse et al. an Hunden erhohte die ET-1-

Gabe (10 ng min™") den koronaren Blutfluss, wahrend hdhere Dosen fiir einen deutlichen
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Abfall dieser Grofle sorgten (80). Andere Autoren beobachteten unabhangig von der Dosis

jeweils ein Absinken des koronaren Blutflusses (81-83).

Die Beeinflussung des koronaren Blutflusses, des totalen peripheren Widerstandes (TPR)
und des Blutdruckes ist tUber zwei unterschiedliche Mechanismen mdglich. Zum einen Uber
die Aktivierung von ETa- und ETg-Rezeptoren, wodurch eine Vasokonstriktion glatter
GefalRmuskelzellen vermittelt wird. Diese flhrt zu einer Verminderung des koronaren
Blutflusses und einer Erhéhung des TPR und des Blutdruckes (1). Zum anderen kann die
Aktivierung von ETg-Rezeptoren eine vermehrte Freisetzung vasodilatierender Faktoren wie
Stickstoffmonoxid (NO) und nachfolgend eine Senkung von TPR, Blutdruck (9) und koro-
narem Widerstand zur Folge haben. Endothelin vermittelt demnach sowohl Vasokonstriktion

als auch Vasodilatation, wobei der vasokonstriktorische Effekt Uberwiegt.

In unseren Versuchen wurden spezifische ETa- und ETg-Rezeptorblocker eingesetzt,
wodurch die ETa- und ETg-vermittelten Reaktionen getrennt betrachtet werden konnten.
Obwohl eine durch Endothelin bedingte Vasokonstriktion im peripheren Gefalsystem
hauptsachlich durch ETa-Rezeptoren vermittelt wird (16;17;84;85), beobachteten wir
beziglich des TPR keinen Unterschied zwischen den mit LU135252 behandelten Tieren und

den beiden anderen Gruppen.

Endothelin ist aufgrund seiner vasoaktiven Eigenschaften an der Aufrechterhaltung des
Grundtonus im Gefallsystem mitbeteiligt (11). In physiologischen Konzentrationen reicht
ET-1 alleine jedoch nicht aus, einen vaskularen Grundtonus aufrechtzuerhalten (86). Auch in
unserem Modell ist Endothelin zumindest unter normoxischen Bedingungen nicht haupt-
sachlich an der Aufrechterhaltung des Grundtonus beteiligt, da es nach Rezeptorblockade zu
keinem Abfall des TPR kam. Die Beobachtung, dass der TPR in der LU-spat-Gruppe tenden-

ziell starker abfiel als in der LU-friih-Gruppe, kdnnte ein Hinweis dafiir sein, dass Endothelin
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besonders in der spateren Reperfusion nach Myokardinfarkt Einfluss auf das periphere
Gefalsystem nimmt. Endothelin wirde so durch Erhéhung des TPR dem kardial bedingt
erniedrigtem Blutdruck entgegenwirken. Masaki et al. beobachteten unter dem Stress einer
chirurgischen Operation eine vermehrte Produktion von ET-1 im peripheren Gewebe. Dieses
fuhrte zu einem Anstieg des TPR, so dass die Durchblutung vitaler Organe verbessert wurde

(87).

In der ersten klinischen Studie an Patienten mit essentieller Hypertonie, reduzierte Bosentan,
ein unspezifischer ETa-/ETg-Rezeptorantagonist, den systolischen und diastolischen Blut-
druck (88). In einer spateren Multi-Center-Studie reduzierte der selektive ETa-Rezeptor-
antagonist Darusentan dosisabhéngig den systolischen und diastolischen Blutdruck (89).
Kowala et al. beobachteten nach Gabe eines ETa/AT-Antagonisten ebenfalls eine Ver-
ringerung des Blutdruckes (90). Wie in Akut-Versuchen an Ratten von lhara et al. (85) wurde
eine derartige Senkung der systolischen und diastolischen Blutdruckwerte in unseren
Versuchen nicht beobachtet. Dieses kdnnte daran liegen, dass unsere Versuchstiere keine
essentielle Hypertonie hatten. Endothelinrezeptor-Antagonisten koénnten demnach zwar
einen senkenden Einfluss auf den bereits erhéhten Blutdruck haben — wie beim Vorliegen
einer essentiellen Hypertonie — den im physiologischen Bereich befindlichen Blutdruck aber
nicht entscheidend beeinflussen. Hier gelten nach Masaki et al. erhdhte Endothelinwerte

nicht als auslésender, sondern als kompensatorischer Faktor (87).

Der von uns beobachtete signifikante Abfall des AoP in der LU-spat-Gruppe gegen Ende der
Reperfusion gegenuber der Kontrollgruppe lasst die Annahme zu, dass durch die ETA/ETg-
Rezeptorblockade ein gegenregulatorischer Effekt zugunsten eines verbesserten systo-
lischen Perfusionsdruckes gehemmt wurde. Inwieweit diese Mechanismen in der spateren

Reperfusion (= 3 h) an Bedeutung gewinnen, bedarf weiterer Untersuchungen.
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4.4. Einflisse auf die InfarktgroRRe

In verschiedenen tierexperimentellen Studien waren die Endothelinwerte kurz nach einem
akuten Myokardinfarkt deutlich angestiegen. Watanabe et al. (54) fanden bei Ratten nach
60-minltiger Okklusion einer Koronararterie einen Anstieg auf das Vierfache von ET-1 und
Big-Endothelin im Plasma. Im Myokard stieg ET-1 auf das Siebenfache der Ausgangswerte
an. Spatere Studien berichteten Uber eine friihe und anhaltende Erhéhung der ET-1-mRNA-
Werte im Infarktbereich gegentiber normalperfundiertem Myokard (66;91-93). Entsprechend
wiesen Steward et al. bei Patienten mit frischem Myokardinfarkt eine deutliche ET-1-
Erhéhung auch im vendsen Blut nach (94). Diese und andere Studien zeigen, dass es nach
einem Myokardinfarkt zu einer Hochregulation der ET-Synthese mit erhdhten Endothelin-
werten kommt (95). Da nicht nur die ET-Synthese gesteigert, sondern auch die ET-Rezeptor-
dichte erhoht wird (96), kann man von einer Hochregulierung des gesamten kardialen ET-

Systems sprechen.

In dem von uns verwendeten Ischamie-Reperfusionsmodell wurde die Infarktgré3e durch die
Gabe der spezifischen ET-Antagonisten BQ788 und LU135252 nicht signifikant vermindert.
Unsere Ergebnisse stehen somit im Kontrast zu einer These, nach der es durch Endothelin
zu einer Ausdehnung des Infarktbereiches kommt. Zum Einen durch die ETa- vermittelte
Vasokonstriktion im koronaren Gefalibett (16;97;98) und somit durch die Verringerung des
myokardialen Sauerstoffangebotes (60). Zum Anderen durch eine positiv inotrope Wirkung
des Endothelins und somit durch eine Erhdhung des myokardialen Sauerstoffbedarfes.
Diese Schlussfolgerung basiert im wesentlichen auf den vasokonstriktorischen und positiv
inotropen Eigenschaften des Endothelins und scheint dessen Funktion in der akuten
Myokardischamie nicht gerecht zu werden. Dieses spiegelt sich in den gegensatzlichen

Ergebnissen folgender Arbeiten zu diesem Thema wider.
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Krause et al (68) und Mc Murdo et al (62) beobachteten nach ETs-Rezeptor-Blockade keine
Reduktion des Infarktbereiches. Krause et al. verabreichten Hunden den spezifischen ETa-
Antagonisten BQ123 als kontinuierliche systemische Infusion. Die Infusion begann 10 min
vor einer 90-min-Ischamie und dauerte bis zum Ende der 4-h-Reperfusion (68). Mc Murdo et
al. fihrten Untersuchungen mit dem spezifischen ETa-Antagonisten FR139317 in einem
Ischédmie-Reperfusionsmodell am isolierten Kaninchenherzen durch. Auch hier wurde der
ETa-Antagonist kontinuierlich systemisch verabreicht. Die Applikation von FR139317 fuhrte
zu einer signifikanten Reduktion der durch ET-1 bedingten Vasokonstriktion (62). Demnach
wurde ein ausreichend hoher Spiegel des Antagonisten im Zielorgan erreicht. Es ist also
davon ausgehen, dass durch die alleinige systemische Applikation eines ET-Antagonisten in
der von uns angewendeten Dosierung ohne vorherige Bolus-Aufsattigung bzw. Umgehung
des systemischen Kreislaufs ein ausreichend hoher Antagonistenspiegel im Zielorgan

erreicht werden kann.

Andere Autoren hingegen beobachteten die erwartete Verringerung des Infarktbereiches bei
ahnlichen Versuchsmodellen (61;99-101). Lee et al. infundierten Ratten FR139317 konti-
nuierlich Uber einen Zeitraum 30 min vor Ischamie bis zum Ende der 3-h-Reperfusion (61).
Bei Burke et al. erfolgte an einem mit unserem vergleichbaren Ischamie-Reperfusionsmodell
an Kaninchen die kontinuierliche Infusion eines ETa-Blockers erst nach Gabe eines initialen
Bolus (99). Gonon et al. verzichteten auf die kontinuierliche Infusion und verabreichten
anasthesierten Schweinen einen einmaligen Bolus von LU135252 vor Beginn der Ischamie
(100). Gourine et al. infundierten anasthesierten Schweinen LU135252 distal der okklu-
dierten Koronararterie gegen Ende der Ischdmie und umgingen somit den systemischen

Kreislauf (102).

Beim Vergleich der einzelnen Versuchsmodelle fallt auf, dass unter Verwendung gleicher

ETAntagonisten in entsprechender Dosierung und ahnlicher Versuchsprotokolle sehr unter-
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schiedliche Ergebnisse erzielt wurden. Substanzbezogene Einflisse auf die Ergebnisse
sowie eine Uber- bzw. Unterdosierung der verabreichten Antagonisten kénnen demnach

weitestgehend ausgeschlossen werden.

Aus den Aussagen der aufgefiihrten Autoren lasst sich ersehen, dass eine zufrieden-
stellende Erklarung der Versuchsergebnisse noch aussteht. Grover und Lee interpretieren
die durch Endothelin ausgeldste Vasokonstriktion der Koronararterien als Ursache fir die
Ausdehnung des Myokardinfarktes (101). Burke et al. nahmen weiter an, dass diese vaso-
konstriktorische Wirkung hauptsachlich in der eigentlichen Ischamiezeit von Bedeutung ist
(99). Gonon et al. verschoben diesen Zeitraum auf das Ende der Ischamiezeit bis in die friihe
Reperfusion hinein und verwiesen zusatzlich auf eine gehemmte Aktivitdt von neutrophilen

Granulozyten (100).

Die Annahme, dass die Vasokonstriktion der Koronararterien wahrend der Ischamie- und der
frihen Reperfusion die wichtigste ZielgroRe fir eine ETa-Blockade zur Verringerung der
Infarktgrofle ist, konnte durch unsere Versuche nicht bestatigt werden. Unseren Ergebnissen
entsprechend scheint Endothelin die InfarktgréRe weder in der akuten Ischamie noch in der
frihen Reperfusion zu beeinflussen. In der spateren Reperfusion hingegen koénnte
Endothelin durch proliferative, profibrotische und inflammatorische Prozesse Einfluss auf den
Infarktbereich nehmen (29;103;104). So wurden bei erhéhten Endothelinspiegeln ein
vermehrtes Zellwachstum und eine verstarkte Neutrophilenanlagerung in Koronararterien
beobachtet. Diese Prozesse konnten durch ETa- nicht aber durch ETg-Rezeptorblockade
signifikant reduziert werden. Folglich wird vermutet, dass sie Uberwiegend durch ETa-
Rezeptoren vermittelt werden (103;105). Ngyen et al. sahen unter ETa-Blockade eine
verminderte Narbenheilung und eine verstarkte linksventrikulare Dilatation sowie Dysfunktion
nach Ischamie (106). Ahnliche Ergebnisse zeigte die Arbeit von Fraccarollo et al. Hier wurde

unter Applikation von LU135252 ein verminderter Kollagengehalt in der Infarktnarbe und eine
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Ausdehnung der Infarktzone 7 Tage nach der Ischamie gefunden (107). Diese Arbeiten
geben Hinweise darauf, dass Endothelin unter anderem durch induziertes Zellwachstum und
Neutrophilenanlagerung im infarzierten Gewebe in der spateren Reperfusionszeit kardiale

Remodeling-Prozesse positiv beeinflussen kann.
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5. Zusammenfassung

In einem etablierten Ischamie-Reperfusionsmodell wurde an in-vivo Kaninchenherzen die
Auswirkung von einer ETA- oder ETg-Rezeptorblockade wahrend und direkt nach einer
60 min Myokardischamie untersucht. Hierfiir wurden ein spezifischer ETa- (LU135252) oder.
ein spezifischer ETg- (BQ788) Rezeptorantagonist verwendet. Funktionelle GréRen wurden

aufgezeichnet und die auf den gefahrdeten Myokardbereich bezogene Infarktgrofie erfasst.

In der akuten Ischamie wurde die ventrikuldre Funktion durch das aktivierte Endothelin-
System nicht verbessert. Die Applikation der Endothelinantagonisten BQ788 und LU135252
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die von uns bestimmten hamodynamischen Para-

meter.

In der 180-min Reperfusion zeigte sich unter ETa-Blockade ein negativ inotroper und lusi-
troper Effekt, durch den sich LVPa und dP/dtn.x signifikant und dP/dt., nicht signifikant
verschlechterten. Dieses lasst den Schluss zu, dass Endothelin am postischdmischen
Herzen im Gegensatz zum normoxischen und ischamischen Herzen, hauptsachlich vermittelt

durch ETa-Rezeptoren, dazu beitragt die systolische Funktion zu verbessern.

Parallel zur reduzierten ventrikularen Funktion fiel der arterielle Druck unter ETa-Blockade in
der spaten Reperfusion signifikant ab. Bezogen auf den TPR zeigte sich in unseren
Versuchen kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.
Endothelin ist demnach nicht der entscheidende Faktor fiir die Regulierung des basalen
Gefaltonus, beeinflusst jedoch maoglicherweise insbesondere in der spateren Reperfusion

das Gefalisystem.

Durch die spezifische ETa- oder ETg-Rezeptorblockade wurde die Infarktgréfie in unserem

Ischamie-Reperfusionsmodell zumindest in den ersten 3 h der Reperfusion nicht signifikant
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verandert. Anhand unserer Ergebnisse ist eine Beeinflussung der Infarktgréf3e durch Endo-
thelin eher in einem spateren Zeitraum der Reperfusion durch proliferative, profibrotische

und inflammatorische Prozesse zu erwarten.
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Abstract

Einfluss der Endothelin-Rezeptorblockade auf kardiale Funktion und Infarktgrof3e
im akuten Ischamie-Reperfusionsmodell am Kaninchenherzen

Stephan Schmidt

Abstract

In einem etablierten Ischdmie-Reperfusionsmodell wurde an in-vivo Kaninchenherzen die
Auswirkung einer ETa- oder ETg-Rezeptorblockade wahrend und direkt nach einer 60-min
Myokardischamie untersucht. Hierfir wurden ein spezifischer ETa- (LU135252) und ein
spezifischer ETg- (BQ788) Rezeptorantagonist verwendet. Funktionelle Grdlken wurden

aufgezeichnet und die auf den gefahrdeten Myokardbereich bezogene Infarktgrofie erfasst.

In der akuten Ischamie wurde die ventrikulare Funktion durch das aktivierte Endothelin-
System nicht verbessert. Die Applikation der Endothelin-Antagonisten BQ788 und LU135252

hatte keinen signifikanten Einfluss auf die erfassten hamodynamischen Variablen.

In der 180-min Reperfusion zeigte sich unter ETs-Blockade ein negativ inotroper und
lusitroper Effekt, durch den sich LVP.x und dP/dt.x signifikant und dP/dt.,;, nicht signifikant
verschlechterten. Dieses lasst den Schluss zu, dass Endothelin am postischamischen
Herzen im Gegensatz zum normoxischen und ischamischen Herzen - hauptsachlich ver-

mittelt durch ET-Rezeptoren - dazu beitragt, die systolische Funktion zu verbessern.

Parallel zur reduzierten ventrikuldren Funktion fiel der arterielle Druck unter ET-Blockade in
der spaten Reperfusion signifikant ab. Bezogen auf den peripheren Widerstand zeigte sich in
unseren Versuchen kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Versuchs-
gruppen. Endothelin ist demnach nicht der entscheidende Faktor fur die Regulierung des
basalen Gefalltonus, beeinflusst jedoch mdglicherweise insbesondere in der spateren

Reperfusion das Gefalksystem.

Durch die spezifische ETa- oder ETg-Rezeptorblockade wurde die Infarktgréf3e in unserem
Ischamie-Reperfusionsmodell zumindest in den ersten 3 h der Reperfusion nicht signifikant
verandert. Anhand unserer Ergebnisse ist eine Beeinflussung der Infarktgrofe durch
Endothelin eher in einem spateren Zeitraum der Reperfusion durch proliferative, pro-

fibrotische und inflammatorische Prozesse zu erwarten.
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