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Einleitung

Eine Unterbrechung der myokardialen Durchblutung von nurigeenMinuten
Dauer, die selbst zu keiner Gewebsschadigung fiihrt, schigtbetiaffene Gebiet
vor den Folgen einer anschlieRenden, langerdauerndemmiscHaie Reduktion
der Infarktgrof3e kann bis zu 50 % betragen und ist die wirkeakhgokardpro-
tektion, die bisher gefunden wurde. Dieses Phanomen wurd&uay und Kol-
legen 1986 erstmalig beschrieben und ist als ischamiséhk@ilitionierung (PC)
bekannt.(22) Welche biochemischen Ablaufe mit dem prakonditenden Reiz
aktiviert werden, ist nicht sicher bekannt. Man vermutiass eine Kaskade von
Reaktionen ausgelost wird, bei denen unter anderem Rdiotsa C, Adenosin-
rezeptoren und Sauerstoffradikale eine Rolle spielen. Gatraucht ist die Be-
deutung der ATP-abhangigen Kaliumkanéle, die eine entscheidwitdein der
Kaskade einnehmen. lhre Wirkung laR3t sich durch den spbefisBlocker 5-
Hydroxydekarbonat (5HD) ausschalten, was zur Folge has, dlasPrakonditio-
nierung aufgehoben wird. In den letzten Jahren hat sicdubgestellt, dass sich
die Prakonditionierung auf verschiedene Weise ausltsen V@Bt denen die
ischamische PC nur eine ist. So fuhrten Inhalaticisthetika, die fur nur 5 min
eingeatmet werden, zu einer gleichartigen Protektion. (Z4pJoviel man weil3,
ist der Weg, auf dem sie vermittelt wird, der gleiche &g der ischamischen
Prakonditionierung. Auch eine Senkung des Glukosespiegels imsé&ieint den
gleichen Effekt zu haben. Dafir sprechen Befunde aus eirfijadien, die
zeigen, dass ein wenige Minuten dauernder Entzug von Glukose da
Myokardgewebe gegen die Auswirkungen einer anschlielRendefimiscischiit-
zen kann. (1,2,3,4) Es scheint also, dass die ischanisékenditionierung durch
Veranderungen im Stoffwechsel imitiert werden kann. &eBhanomen wird als
metabolische Prakonditionierung bezeichnet. (1,2,3,4) [Esbigang wenig
dartber bekannt, welche biochemischen Reaktionen imkdggewebe hierbeli
eine Rolle spielen. Es wird jedoch angenommen, dasdictéhmie bei der
ischamischen Prakonditionierung, die Aktivierung der gleicBgmnaltransdukti-
onskaskade, in der Afr-Kanéle, die Proteinkinase C sowie Adenosinrezeptoren
eine wichtige Rolle einnehmen, fir die Protektion derzielen verantwortlich
ist. (1,2) Untersuchungen, welches Ausmald an Hypoglykaraiederlich ist, um

eine metabolische Prakonditionierung zu induzieren, gibisber nicht. Man



weild lediglich, dass Glukose eine zentrale Rolle in detabolischen Prakondi-
tionierung einnimmt und dass Hyperglykdmie und/oder Diabetdigus die me-
tabolische Prakonditionierung aufheben koénnen. Ziel degrvorliegenden Stu-
die war es, zu untersuchen, welche GlukosekonzentrationeRerfusat das
Myokard gegen Infarkt prékonditionieren. Dabei stellten e Frage, ob sich
die Reduktion der Myokardinfarktgro3e durch verschiedene Glukozektra-
tionen im Perfusat abstufen lafit (0, 40, 80, 100 mg/dl), d.kdieoBReduktion des
Myokardinfarkts zunimmt, wenn die Glukosekonzentration mnfdat abnimmt.
Wir fihrten die Studie an isolierten, durch Pufferlosunguyselierten Rattenher-
zen durch, da sich hierbei die Glukosekonzentrationen nnPéefusionslésung
abstufen lieBen und auch eine glukosefreie Perfusion magachDer physiolo-
gische Gehalt des Blutes an Glukose bei Ratten betragtl60 sg/100 ml. (26)
Die isolierten Rattenherzen wurden zunachst durch einenihOtige Perfusion
mit verschiedenen Glukosekonzentrationen vorbehandelactiavurden sie einer
30 minlutigen Hypoxie und einer anschlielender 60 minltigen fRejar
unterzogen. Zuséatzlich verwendeten wir den Blocker 5-Hydliekarbonat, um
zu untersuchen, ob mitochondrialetK-Kandale beteiligt sind. Eine weitere Fra-
gestellung dieser Studie war, ob Veranderungen der Osmbleitdnypoglyka-
mischer und aglykdmischer Perfusion auf die ischamiscéleoRditionierung und
die GrofRe des Myokardinfarkts Einflul3 haben. Daher kortepewir den Osmo-
laritatsverlust bei Reduzierung der Glukose im Perfusat ddwsatz von Harn-
stoff. Mit weiteren Versuchen untersuchten wir, ob whetabolische Préakondi-
tionierung abhangig ist vom spezifischen Molekil Glukosey adeandere Zu-
ckerformen die Wirkung von Glukose bei der Prakonditionieramgeren kon-
nen. Daflr behandelten wir zusatzliche Gruppen mit Glukosereduzierten die
Konzentrationen erneut auf Werte von 0, 40, 80 und 100 mg/dldBdurch ent-
stehenden Osmolaritatsverlust korrigierten wir hiertight mit Urea, sondern mit
dem Zucker 2-Deoxyglukose, so dass wir normoglykédmische kRerdiissungen
erhielten. 2-Deoxyglukose unterscheidet sich von Glukodgligh durch den
Austausch der Hydroxylgruppe am zweiten Kohlenstoffatom gegenWasser-
stoffgruppe. Fur die Zelle ist dieser Unterschied zunéclttt zu erkennen.
Deshalb werden sowohl Glukose als auch 2-Deoxyglukose Dyesrstinsam Uber

den Stoffwechselweg der Glykolyse metabolisiert, bisRiekt erreicht ist, an



dem der unterschiedliche Aufbau der Zuckermolekile, die weiterstoffwech-

selung Uber den selben Weg verhindert. Der Metabolit 2¢@pukose-6-Phos-
phat kann im Gegensatz zu Glukose-6-Phosphat, wegen deas~dét Hydrox-
ylgruppe am zweiten Kohlenstoffatom, nicht zu Fruktose-6sphat isomerisiert
werden und spielt somit fir den weiteren StoffwechselZédle kaum noch eine
Rolle. (31)

Ausblick

Die myokardiale ischamische und metabolische Prakonditiomy ist aus-
schlie3lich im Tierexperiment untersucht worden. Fur mhetektive Wirkung
beim Menschen gibt es jedoch deutliche Hinweise. So tkodie ischamische
Prakonditionierung auch an humanen Kardiomyozyten nachgenwigverden.
Generell kann man davon ausgehen, dass koronarkranketétaerfigrund rezi-
divierender Angina pectoris Anfélle ischdmisch préakondiid sind. Angina
pectoris Anfalle bewirken somit eine myokardiale Prakimwierung und stellen
einen wesentlichen Protektionsmechanismus dar. (21,22,28i83nD Protek-
tionsmechanismus kommt bei koronarkranken Patienten @rendere Bedeu-
tung zu. Eventuell kbnnen aber auch niedrige Glukosespiegehem euséatzli-
chem Schutz fuhren und dazu beitragen, die Letalitat desr®en mit Myokar-
dinfarkt zu reduzieren und zu einer Verminderung des myokardiasthadens

fuhren.



MATERIAL UND METHODIK

Praparation
Die Studie wurde entsprechend den Vorschriften des deut3ameschutzgeset-

zes sowie mit Genehmigung der zustandigen Behérden durchgefiihrt

Zur Beschreibung der experimentellen Praparation deerissli Rattenherzmo-
dells: Wir verwendeten isolierte Herzen von insges&®tmannlichen Wistar
Ratten (250-300 g Gewicht). Die narkotisierten Ratten wugtitet, danach
wurden die Herzen schnell herausgeschnitten, an ein hdagé Perfusionssys-
tem angebracht und unverziglich Uber die Aorta und die Kandeaen perfun-
diert. Die Perfusion mit modifizierter Krebs-Henselsitsung (Tabellel) erfolgte
bei einem konstantem Druck von 100 ciOH Die retrogade Perfusion wurde mit
einem oxygenierten modifizierten Krebs-Henseleit-Rubfegonnen. Dieser Puf-
fer enthielt (mmol/l): NaCl 116, KCI 4.7, MgaQ..1, KBkPO: 1.17, NaHC®
24.9, Cad 2.52, Glukose 8.3 (entsprechend: 100 mg/dl) und Pyruvat 2.0; Die
Losung wurde mit 95 % Sauerstoff und 5 % Kohlendioxid begastelslieiner
kalibrierten Rollerpumpe (Modell 7518, Cole-Parmer Instrusjeiht, USA) full-
ten wir ein Reservoir auf, Uber das dem Herzen die Kirsrseleit-Losung zu-
gefithrt wurde. Uber die Pulmonalarterie wurde ein Teflothé&&r (1.2 mm) in
den rechten Ventrikel gelegt. Uber diesen Katheter bntea wir Uber das Ex-
periment hin kontinuierlich Proben zur Gasanalyse samie Berechnung des
Sauerstoffverbrauchs. Die Herzfrequenz wurde durch at8al@ittmacher bei
375 Schlagen/min konstant gehalten. Die stimulierende sigktr Spannung
wurde bei 20 % oberhalb der Schwelle aufrechterhaltemt(ilte 2-4V) und
durch das Experiment hindurch kontinuierlich angeglichen Beelarf bis zu 12
V in reperfundierten Herzen). Nach Fertigstellung der exmstellen Prapara-
tion wurde das Herz in einer abgedichteten Kammer pladér mit angefeuch-
teter, erwdrmter Luft gefiullt war, um die Herztemperatichtnunter 38 °C ab-
sinken zu lassen. Zur Erwadrmung des Herzens verwendetezing Rotlicht-
lampe. Die Temperatur wurde mit einer in das Myokard eirgéiben Sonde
gemessen. (Fa. Freisinger) Wahrend der Hypoxie wurden ai@ni€ér mit isoto-
nischer Kochsalzlosung gefillt, um die Herztemperatur bet ¥@hstant zu hal-
ten, und mit Stickstoff begast, um eine Sauerstoffversgrgies ischamischen
Myokards mittels Diffusion zu verhindern.
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Hamodynamische Messungen

Zur Messung des linksventrikularen, entwickelten Drucks (LYR@Drde ein La-
texballon (Gré3e Nr.5, Hugo Sachs Elektronik, Marz, Dehldsid) per Schnitt im
linken Vorhof durch die Mitralklappe in den linken Ventrikethgefuihrt. Der
Ballon wurde an der Spitze einer Stahlkantle (Lange 5,9gimitf die mit einem
Druckaufnehmer (Gould P23, Cleveland, OH, USA) direkt verbumndar. Zu
Beginn eines jeden Experimentes wurde der Latexballortblagén-frei, mit
Krebs-Henseleit-Loésung gefillt. Sein Volumen wurde ab damstant gehalten,
so dass ein Druck von 9 mmHg resultierte. Dieser Druckdeafinksventrikuléare
enddiastolische Druck (LVEDD) bis zum Beginn der Reperfudianksventriku-
larer Druck und Geschwindigkeit der Verdnderung des linksverdréulDrucks
(dP/dt) wurden auf einem Mehrkanaltintenschreiber kontiitheaufgezeichnet
(Gould, March, 260, Cleveland,OH, USA). Der Koronarflul¥)YKvurde unter
Verwendung einer Ultraschall-Flu3sonde (In-Line-FluR3sorgd Transsonic
Systems Inc., Ithaka, NY, USA) gemessen, die innerthedbPerfusionssystems in
der Nahe der aortalen Kanile plaziert war. Die Signate lid&sventrikularen
Druckes und der Koronarperfusion wurden bwier Ratevon 200 Hz unter
Verwendung eines Analog-Digital-Konverters (Data Tramsa2801, Marlboro,
MA, USA) digitalisiert und wurden dann auf einem Persomajmatersystem
weiterverarbeitet. Das Ende der linksventrikularen Diastvurde als der Punkt
determiniert, an dem der linksventrikulare dP/dt nach Wheegen der Nullinie
seinen schnellen Aufstrich begann. Das Ende der linksiklaren Systole
wurde als der Punkt des minimalen dP/dt definiert. Linksikertéirer enddiasto-
lischer Druck (LVEDD), entwickelter Druck (LVED), maxifea und minimales
dP/dt (dP/dt max und dP/dt min) wurden aus den digitalisierggraen ermittelt.
In dieser Studie wurden nur Herzen mit einem LVED, derrnaé$h 70 mm Hg

wahrend der initialen Kontrollphase betrug, verwendet.



Metabolische Messungen
Wir sammelten zu festgelegten Zeiten Anteile des Perfasiediums und des
vendsen koronaren Ausflusses, um den myokardialen Safedbicduch zu be-
stimmen. Die Proben wurden umgehend zvl Bessungen (ABL 30, Radiometer,
Copenhagen, Denmark) weiterverwendet. Der Sauerstaffwerh (Va) wurde
bei 38°C entsprechend dem Fick schen Prinzip, unter Verwgnaies Bunsen-

Loslichkeitskoeffizienten (a=0.036 ml/mmHg), berechnet.

o (UI/min) = (Pa2-Pw?2) a KF
mit:
Ra = arterieller B2 (kPa)
Pao= venoser B2(kPa)

KF= Koronarfluf3 (ml/min)

Am Ende eines jeden Experiments wurde das Herz eingefumctim parallele, 1
mm dicke Scheiben geschnitten. Im Durchschnitt ergalsbn7sScheiben. Diese
wurden in gepufferter, 0.75% iger Triphenyltetrazoliumchlofid@) Lésung fur
einen Zeitraum von 15 min bei 37°C gefarbt und danach furig44Hsiger For-
maldehydlésung inkubiert, um ungeschadigtes und nekrotischesb&eweden-
tifizieren. AnschlieBend wurde die basale Seite jedezddbeibe in ein Scanner-
gerat eingelegt und die gewonnene Abbildung in ein Computerpnagnaroji-
ziert und gespeichert (Studio Scan lisi, AGFA, Leverkuseat§rhland). Das
ungeschadigte Myokard konnte, mittels TTC, als rot gefariteeal erkannt
werden, wahrend das nekrotische Gewebe blald grau ersbiee@rofie des lin-
ken Ventrikels, des Risikogebietes und des infarzierteneBesvwurde mit Hilfe
EDV-unterstttzter Planimetrie (Sigma Scan Pro 5 commatftware, SPSS, Sci-
ence Software Chicago,ll, USA) bestimmt. Nach demcKmen (24 h im War-
meschrank bei 45 °C) wurden alle Scheiben gewogen, um aleékdigewichte zu
bestimmen.Die durch Planimetrie bestimmten Flachendewrdann im ent-
sprechenden Verhéltnis zum Trockengewicht der jeweiligeimeiBe errechnet

und die Infarktgro3e ermittelt.



Versuchsprotokoll

Die Abbildung 1 zeigt das Protokoll des Experimentes. Es wuideverschie-
dene Gruppen untersucht. Die Perfusion der Herzen wurdéim@Giuppen mit
Krebs-Henseleit-Losung begonnen. Nachdem sich die hamoisechen Mel3-
werte nach Ende der chirurgischen Praparation stabilsagten, fuhrten wir nach
10 min die Basismessung zur Festlegung der Ausgangswerte durdmsamufd
daran wurden die Herzen fur 10 min der Perfusion mit einem zum Teil
unterscheidenden, zweiten Perfusat unterzogen. In eidgeppen bestand das
zweite Perfusat aus einer modifizierten Pufferlosungfolifge fir 10 min eine
erneute Perfusion mit Krebs-Henseleit-L6sung. Alle Eerznterliefen danach
eine 30 minltige Hypoxie, die gefolgt wurde von 60 min Reperiygoneut mit
Krebs-Henseleit-Losung. Die in der Studie verwendetefusae sind in Tabelle
1 aufgefuhrt. In der ersten Versuchsreihe wurden siebesthvedene Gruppen
untersucht. In der Kontrollgruppe (KON, n=9) enthielt dasivPerfusat Krebs-
Henseleit-Losung. Die Herzen in der 5HD-Gruppe (5HD, n=10jieken
ebenfalls Krebs-Henseleit-Lésung vor der KoronarokklusioAusatzlich
applizierten wir zu der Pufferldsung 5HD in einer Konzdimravon 100 pumol/l .
5HD st ein spezifischer Blocker mitochondrialestK -Kanéle. Wir fugten ihn
hinzu, um die Beteiligung dieser Kanéle zu untersuchen. Brzdf in drei wei-
teren Gruppen wurden mit einem zweiten Perfusat, mit redariGlukosekon-
zentration, behandelt. In der GlukO-Gruppe (n=9) enthiekbegiePerfusat eine
Glukosekonzentration von 0 mg/dl. In der Gluk40-Gruppe (Gluk40, n=9) 40
mg/dl und in der Gluk80-Gruppe (Gluk80, n=9) 80 mg/dl. In diesen Gruppen
wurde der osmotische Druck des zweiten Perfusats durch Zusaex
entsprechenden Menge Harnstoff konstant gehalten (€abgliDen Herzen in
der GlukO+5HD-Gruppe wurde zu dem zweiten prakonditionierendendaeirit
einer Glukosekonzentration von 0 mg/dl zusétzlich der imiodriale Kate-
Kanal-Blocker 5HD (n=10) appliziert, um die Beteiligung digdsanale auch hier
zu uberprifen. Um eine mdgliche Auswirkung des Harnstoffzesasdiein zu
untersuchen, enthielt in einer letzten Gruppe (Urea, da8)zweite Perfusat der

Krebs-Henseleit-Losung einen Zusatz von 0.05 g/l Harn@®d25 mmol/l).
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Dadurch resultierte in dieser Gruppe im Vergleich zu den and@ruppen eine
erhohte Osmolaritat. In einer zusatzlichen Versudmsrantersuchten wir drei
weitere Gruppen (Abbildung 1, 2.Versuchsreihe). In eineewtem Kontroll-

gruppe (KON, n=7) enthielt das zweite Perfusat vor der 3Qtmmen Hypoxie

Krebs-Henseleit-Losung. Im Vergleich mit dieser Korgmippe wurden zwel
weitere Gruppen mit einer zweiten, modifizierten Puffeuhg, die reduzierte
Glukosekonzentrationen enthielt, fir 10 min behandelt. @ech die Abstufung
der Glukosekonzentration entstandenden Osmolaritatsv&duastjierten wir hier

nicht, wie in den Gruppen zuvor (GlukO, Gluk40,GIluk80), mit Ureadsrn mit

einem weiteren Zucker, 2-Deoxyglukose, um die Rolle eamgleren Zuckers in
der Prakonditionierung zu testen (Tabelle 1). In der GlukO-@dp&ruppe (n=5)

enthielt das prakonditionierende Perfusat 0 mg/dl GlukosdeinGluk40-2-De-

oxy-Gruppe (n=6) 40 mg/dl (Abbildung 1).

Datenanalyse und Statistik

Alle Daten sind ausgedruckt als Mittelwert und Standardalbwed (SD).Statis-
tische Vergleiche (SPSS, SPSS Inc., USA) wurden durchgefiaker Verwen-
dung des Student's t-Test, gefolgt von Bonferronis Korrekitumultiple Ver-
gleiche. Unterschiede im p- Wert von weniger als 0.05 wuadesignifikant be-

trachtet.
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Abbildung 1 Versuchsprotokoll

1.Kontrolle

| 20° | 30 | 60
2.GlukO

|10 10 | 30° | 60"
3.GlukO+5HD

|10 |10 | 30° | 60
4. Gluk40, Gluk80

i 10 | 30° | 60
5. 5HD

| 5HD | 100 | 30 | 60’
6. Urea

| Urea | 100 | 30 | 60’

Glukosefreie Perfusion

Hypoxie

Perfusion mit Krebs-
L Henseleit-Lésung

Die Gluk0, Gluk40 und Gluk80 Gruppen wurden
durch 10 minttige Perfusion eines entsprechenden

0, 40 oder 80 mg/dl enthaltenden Perfusats préakon-

ditioniert. Die GlukO+5HD Gruppe wurde durch eine

kurze glukosefreie Perfusion prakonditioniert und zu-
satzlichmit dem mitochondrialen ATP-abhéngigen

Kaliumkanalblocker 5SHD behandelt. Die Ureiage

wurde der Hypoxie vorangehend,10 min mit zusatzlich

zugefigtem 8.33 mmol/l Urea perfundiert.

Perfusion mit reduzierten Glukosekonzentrationen
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Abbildung 1 Versuchsprotokoll
(Fortsetzung)

2.Versuchsreihe

1. Kontrolle
207 30° 60"

2. GlukO-2-Deoxy

| 10 | 10 30 60’

3.Gluk40-2-Deoxy

IO 10 30° 60

Glukosefreie Perfusion In der zweiten Versuchsreihe untersuchten wir
zwei weitere Gruppen im Vergleich mit einer

erneuten Kontrollgruppe. In der 2-Deoxygruppe
wurde der Osmolaritatsverlust bei reduzierten

Hypoxie Glukosekonzentrationen durch Zusatz von
2-Deoxyglukose korrigiert.

Perfusion mit Krebs-Henseleit-
LOsung

Perfusion mit reduzierten Glukose-
konzentrationen
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ERGEBNISSE

Hamodynamik

Unter Basisbedingungen waren die hdmodynamischen Variablgllen Gruppen
ungefahr gleich grof3 (Abbildung 2). Weder die Verwendung vofusaen mit
verschiedenen Glukosekonzentrationen, mit 5-HD, nochHainhstoff fuhrten zu
Unterschieden zwischen den Gruppen vor der Hypoxie oderendlder Reper-
fusionsphase. Abbildung 2 zeigt den linksventrikular entwieke®Druck LVED
(oben), den Koronarflu? (Mitte) und den myokardialen Saa#fverbrauch (un-
ten). Der LVED betrug im Anschlul3 an die stabilisigieii*hase 10016 mmHg
und 8524 mmHg unmittelbar vor der Hypoxie. Der LVED zeigte aime
schwache Erholung auf Werte von 9+3 % nach 60 min Repamnfllgizogen auf
die praischamischen Werte. In allen Gruppen beobachtgtesin ahnliches An-
steigen des LVEDD wahrend der Hypoxie auf Werte von 82+21 garilds An-
steigen des LVEDD ist ein Indikator flr eine myokardialentaktur und wird
bezeichnet als hypoxische Kontraktur. Der mittlererdam, der n6tig war zum
Erreichen der maximalen hypoxischen Kontraktur betrug 17#2 war jedoch
leicht verlangert in der Gluk40 Gruppe (192 vs. 162 in der Kdgtuppe,
Tabelle 2). Koronarflul3 und myokardialer Sauerstoffvertrehetrugen 16.8+4.0
ml/min und 254465 pl/min wahrend der Basismessung und 14.2+4.5 mifidin
212+62 pl/min unmittelbar vor der Null-Flul3 Isch&dmie. Nachm®® Reperfusion
erreichten KoronarfluR und myokardialer Sauerstoffvertirad6+28 % und

41+18 % der prahypoxischen Werte.
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Abbildung 2

LVED (mmHg)

Koronarflu3 (ml/min)

Sauerstoffverbrauch (pl/min)

PC IEGIM Hypoxie Reperfusion

150 7

120 A

90 -

60 -

30

25 -

20 + ‘

O meb>D oo

Kontrolle
Gluko
Gluk40
Gluk80
Gluk0+5HD
5HD

Urea

400

300 -

200 -

100 T

B0 40 7 B B 16

Zeit (min) 15
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Abbildung 2, Ha&modynamische Variablen
Diese Abbildung zeigt die hAmodynamischen Variablen:
linksventrikular entwickelteruzk (LVED), Koronarfluf3
und myokardialer SauerstoffverbnaocVerlauf des
Experimentes. Es waren keigaiffkanten Unterschiede

zwischen den Gruppen festzistell
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Trockengewicht und ischamische Kontraktur

Das Trockengewicht der Herzen betrug 0.16 + 0.02 g und untersattiedicht

zwischen den Gruppen (Tabelle2).

Tabelle 2 Trockengewicht der Herzen, maximale ischamische tahir, und
Zeit bis zur maximalen ischamiscKentraktur. *p<0.05 vs Kontrolle

Trockengewicht Maximaler enddias- Zeit bis
zum
der Herzen (g) tolischer Druck Erreichen
der
wahrend der Kontrak- maxemal
hyp-
turphase (mm Hg) ohxést
Kon-
traktur (min)
Kontrolle 0.16 £ 0.01 84 +£11 16 £2
GlukO 0.16 + 0.02 8017 17 £2
Gluk40 0.17 £0.03 85 %23 19 + 2*
Gluk80 0.15 +0.02 92 + 26 18+2
GlukO+5HD 0.17 £0.02 78 £17 161
5HD 0.15 +0.04 8135 18+2
Kontroll-Deoxy 0.16 £0.03 79+12 182
GlukO+2-Deoxy  0.16 £ 0.04 8010 19+ 3
Gluk40+2-Deoxy 0.17 £ 0.03 81+11 18+ 4
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Infarktgroe

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die Infarktgrof3en in % des Hsr@echter und
linker Ventrikel, ausgenommen rechter und linker Vorhddyei3ig Minuten
Null-Flu3 Hypoxie in der Kontrollgruppe (GlukosekonzentratimnPerfusat:100
mg/dl) fahrte zu einer InfarktgréR3e von 41 = 10 %. Weder die Zaitige
prahypoxische Perfusion einer hyperosmolaren Harrssofflg (Krebs-Henseleit-
Lésung + 0,05g Urea), noch die Vorbehandlung mit 5HD reduziedie
InfarktgroRe (Urea, 37 £ 8 %; 5HD, 38 = 13 %; jeweils p =1.0 vs.
Kontrollgruppe).

Zehn Minuten préahypoxischer glukosefreier Perfusion, gefeigh 10 min
glukosehaltiger Perfusion, fuhrten hingegen zu einer RedukiBorninfarktgrof3e
auf 23 = 12 % (GlukO, p =0.02 vs. Kontroligruppe). Dieser préakonditiende
Effekt glukosefreier Perfusion wurde durch die simultanenkierung des
mitochondrialen Krr-Kanalblockers 5HD (GlukO + 5HD, 38 + 9%, p =0.047 vs.
GlukO) geblockt. Ebenso fiihrte die prahypoxische Perfusioer diésung, die
moderat niedrige Glukosekonzentration von 40 mg/dl enthkiglginer Reduktion
der InfarktgroRe (Gluk40, 26 = 8 %, p =0.01 vs. Kontrollgruppe). ®bwo
glukosefreie Perfusion (0 mg/dl) als auch die Perfusion raitluzierter
Glukosekonzentration (40 mg/dl), fihrten zu einem prakondtiendem Schutz
von Myokardzellen bei prolongierter Hypoxie.Wir konnteedgch keine
Reduktion der Infarktgrof3e bei einer Glukosekonzentration @® mg/dl

feststellen.

18



Abbildung 3
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Abbildung 3,InfarktgréRe Die der Hypoxie/Reperfusion vorausgehende kurzgeiti
Perfusion mit glukosefreier und 40 mg/dl glukosébat Lésung fihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Infarktgrée. Dieseikamditionierende Effekt wurde
durch den mitochondrialen ATP-abhangigen KaliumMtaneaker 5HD geblockt.

Die Glukosekonzentration von 80 mg/dl, der Zusatz Marnstoff zu dem Perfusat
sowie die Behandlung mit 5 HD alleine,reduziere Idifarktgréf3e nicht
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In zusatzlichen Gruppen verwendeten wir anstelle vora e Deoxyglukose zur Kor-
rektur der Osmolaritatsverluste bei modifizierten Glukosekatrationen. In der
Kontrollgruppe (Deoxy) betrug die Infarktgro3e 468 %. Der &rgan Glukose durch 2-
Deoxyglukose in dem prakonditionierenden Perfusat (Gluk-Deoseduzierte die
InfarktgrofRe auf 23+8 % (p =0.003 vs. Kontroll-Deoxy). Die ppitxische Perfusion mit
40 mg/dl Glukose in Kombination mit 2-Deoxyglukose als eesetes Substrat, reduzierte
die InfarktgrofRe in einem &hnlichen Umfang (Gluk40-Deoxy, 32bt p =0,0004 vs.
Kontroll-Deoxy). Wir konnten damit demonstrieren, da®s Deoxyglukose die
Prakonditionierung durch niedrige Glukosekonzentrationen nicéthinderte. Das
Phanomen der Prakonditionierung war lediglich abhéangig vonGllekosekonzentration
im Perfusat (Tabellel). Wir konnten ebenfalls mit uese3tudie ausschliel3en, dafl3 der
prakonditionierende Effekt metabolischer Prakonditionierablgangig ist oder beeinfluf3t
wird von der Osmolaritat der Perfusionslosung. Wir korrigie den Osmolaritatsverlust
bei absteigenden Glukosekonzentrationen durch Addition v@a,lbeziehungsweise 2-
Deoxyglukose. Eine Gruppe wurde mit einem hyperosmolarefusae behandelt. Es
zeigten sich weder bei Perfusion mit normoglykdmischerfffe@sungen, noch bei
hyperosmolarer Losung  (Krebs-Henseleit+0,05g/I Urea), ndmdangen der
Infarktgrof3e.(Abb. 3+4)
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Abbildung 4
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Abbildung 4, InfarktgréR3e.
Eine kurzzeitige Perfusion mit glukosefreier undmg¥dl enthaltender Lésung fiihrt zu
einer signifikanten Reduktion der Infarktgrof3e. Bersatz von 2-Deoxyglukose zeigt

keine Auswirkung auf die Grol3e des Myokardinfarkt® Prakonditionierung war ledig-
lich von der Glukosekonzentration abhangig.
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Tabelle 1In der Studie verwendete Perfusate. Das zweite Perfugsdewerwendet
fir 10 min, beginnend 20 min vor der Ischamiephase.

Krebs-Henseleit-Losung (mmol/1)

NaCl 116, KCI 4.7, MgS®1.1, KHePO4 1.17, NaHC@ 24.9, Ca12.52, Glukose 8.33

Pyruvat 2.0

Zweites (prakonditionierendes) Perfusat (mmol/l)

Kontrolle NaCl 116, KCI 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@G 24.9
CaCbk 2.52, Pyruvat 2.0, Glukose 8.33

GlukO NaCl 116, KCI 47, MgSGr 1.1, KHePO# 1.17, NaHC@G 24.9
CaCPb 2.52, Pyruvat 2.0, Urea 8.33

Gluk40 NaCl 116, KCl 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@BG 24.9
CaCbk 2.52, Pyruvat 2.0, Glukose 2.22, Urea 6.11

Gluk80 NaCl 116, KCl 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@G 24.9
CaCbk 2.52, Pyruvat 2.0, Glukose 4.44, Urea 3.89

GlukO + 5HD NaCl 116, KCI 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@B 24.9
CaCbk 2.52, Pyruvat 2.0, Urea 8.33

5HD NaCl 116, KCl 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@G 24.9
CaCbk 2.52, Pyruvat 2.0, Glukose 8.33

Urea NaCl 116, KCl 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@BG 24.9
CaCbk 2.52, Pyruvat 2.0, Glukose 8.33, Urea 8.33

Kontrolle NaCl 116, KCl 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@G 24.9

(Deoxy) CaCPk 2.52, Pyruvat 2.0, Glukose 8.33

GlukO-Deoxy NaCl 116, KCI 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@B 24.9

CaCPbk 2.52, Pyruvat 2.0, Deoxyglukose 8.33

Gluk40-Deoxy

NaCl 116, KCIl 4.7, MgS4 1.1, KHePO4 1.17, NaHC@ 24.9
CaCPbk 2.52, Pyruvat 2.0, Glukose 2.22, Deoxyglukose 6.11
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DISKUSSION

Das wichtigste Ergebnis dieser Studie ist, dass ein Glektmey ab einer
Konzentration von 40 mg/dl das Myokard im isolierten puffdipeliertem Rat-
tenherz prakonditioniert. Wir demonstrierten die Bejeilg mitochondrialer
Katp-Kanéle bei der Prakonditionierung gegen tddliche Zellimrigy durch

glukosefreie Perfusion.

Neue Versuche haben gezeigt, dass beim Vorliegen einperglykamie das
Phanomen der ischamischen Prakonditionierung nicht zbabbaten ist .(10,19)
Schon in friheren Studien wurde beobachtet, dass Glukosebschamischen
Prakonditionierung und der Ausbildung eines Myokardinfarkts eunehtige
Rolle einnimmt. So ist eine Hyperglykdmie, sowohl werhandenem als auch
bei nicht vorhandenem Diabetes mellitus, assozimitt einer erhdhten Mortalitat
bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt.(6,18,24,26) In and&tedien wurde
gezeigt, dass Glukosekonzentrationen von mehr als 300 mg/acti@&mische
Prakonditionierung bei Hunden in vivo, unabhangig von Hypeotsitdt und
Insulinkonzentration, blockieren.(19,20) Andererseits Ihésfedoch die An-
nahme, dass eine Glukose-Insulin-Infusion eine wichtigée Reinnimmt in der
Reduktion der hospitalen Letalitat bei akutem Myokardinfgik2) Die Aussagen
Uber die Funktion und Auswirkung von Glukose im Rahmen des nujialar In-
farkts sind also widersprichlich. Ganz offenbar kann Glekaber den Wir-
kungmechanismus, der zum protektiven Effekt der ischamisehé&konditionie-
rung fuhrt, beeinflussen.(16,17) Vor diesem Hintergrund steM& uns die
Frage, ob das Fehlen von Glukose im Perfusat eventllet sgne prakonditio-
nierende Wirkung hat. Unsere Befunde zeigen, dass die Vemwgreiner glu-
kosefreien Perfusionslosung fur nur 10 min die letalen Fodgesr nachfolgen-
den Ischamie von 30 min erheblich reduzieren kann. Inrems&lodell verrin-
gerte sich die InfarktgrofRe von 40% auf 20% des Risikogebetse Halbierung

entspricht dem protektiven Effekt, den auch eine is@émiPréakonditionie-
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rung besitzt. Ahnliche Ergebnisse wurden sowohl bei glikeiee Perfusion in
isolierten Kardiomyozyten (1,2) als auch in isolierkégrzen (5,14,23) in anderen
Studien an Kaninchenherzen gezeigt. Die ischamischkoRud#ionierung wird
Uber eine Kaskade von Einzelschritten ausgeldst, vomdsner die Aktivierung
ATP-abhangiger K-Kanale ist. (5,15) Deshalb laf3t sichistibAmische Prakon-
ditionierung durch 5HD, einem Blocker mitochondrialetriK Kanale, vollstandig
aufheben. Unsere Ergebnisse zeigen, dass der protekiaket &ér glukosefreien
Perfusion ebenfalls durch 5HD blockiert werden kann. DBagt,zdass auch in
diesem Fall die Aktivierung von mitochondrialen Kaliumkandhotwendig ist.
Diese Erkenntnis bestatigen die Ergebnisse von Awan wlidgén, die die Off-
nung dieser Krr-Kanéle als wesentliche Beteiligung an der ischamischien
auch an der metabolischen Prakonditionierung sehen. (D&S)widerlegt eine
frihere These, nach welcher die Abnahme der Infarktgb@Bereduzierten Glu-
kosekonzentrationen lediglich durch einen Energiemangdiiywkard hervorge-
rufen wird, und dass es nicht zu einer Aktivierung der Sigaratluktionskaskade
kommt, die bei der Prékonditionierung zu erwarten ist. Mdinnten in dieser
Studie erstmals zeigen, dass nicht nur ein kompletter Glektzug, sondern
auch ein reduzierter Glukosegehalt von 40 mg/dl im PerfusaMgakard gegen
die Auswirkungen einer 30 minttigen Hypoxie schitzen kann. Bgsteiner
Glukosekonzentration von 80 mg/dl war das Auftreten dieséndphens nicht
mehr zu beobachten. Hier entsprach die InfarktgroRendden Kontrollgruppe.
Die Reduktion der Infarktgrof3e bei O sowie 40 mg/dl Glukose enfuBat war
vergleichbar. Es zeigte sich keine Abstufung in der Infmdie.

Allerdings fiihrt der Entzug von Glukose in den Perfusionskjsarzu einer An-
derung der Osmolaritat. Alle vorherigen Studien, die diekdhditionierung
durch Glukoseentzug untersuchten, beschrénkten sich daraufRelusat Glu-
kose zu entziehen, was nicht nur zu einer Anderung des @lyoaits fiihrte,
sondern auch zu einer Anderung der Osmolaritat in den Redlissungen. Wir
konnten mit unserer Studie ausschliel3en, dass der prakoiedéinde Effekt
metabolischer Prakonditionierung zurtickzufiihren ist odemfthgf®i wird durch
eine Veranderung der Osmolaritdt in den Perfusionslosungemreduziertem
Glukosegehalt, da wir den osmotischen Druck konstanehielurch die Addi-
tion von Harnstoff zu den Perfusaten mit erniedrigtark@dekonzentrationen.
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Wir verwendeten Urea zur Osmolaritatskorrektur, da davszugehen ist, dass
Harnstoff fir das Myokard weitgehend stoffwechselneustaMurde der osmoti-
sche Druck des Perfusats durch Zugabe von Urea zu der Kgmippe erhoht,
war die InfarktgroRe &hnlich wie bei den Kontrollherzdrh. Hyperosmolaritat
beeinflusste die InfarktgrofRe nicht. In weiteren Vensacwurde die fehlende
Glukose im Perfusat durch 2-Deoxyglukose ersetzt, um den igshet Druck
konstant zu halten. Es &nderte sich dadurch nichts arEdggbnissen der In-
farktgrofRe. Auch 2-Deoxyglukose ist, obwohl sie teilweaiber den Stoffwech-
selweg der Glykolyse metabolisiert wird, ahnlich wiee&lr fir das Herz aller
Wahrscheinlichkeit nach nicht zur Energieverwertung zuveaden. (31) 2-De-
oxyglukose konnte in unserer Studie den Effekt der metabeiis@réakonditio-
nierung durch Glukoseentzug nicht ausschalten. Damit schemdtabolische
Prakonditionierung von dem Entzug des spezifischen MolekiilkoSé abhangig
zu sein. Andere Zuckerarten konnen sie offenbar nicltedgh. Ob die Funktion
von Glukose im Metabolismus oder ein anderer spezifistiiang unbekannter

Effekt, darauf Hinweise gibt, kann nicht beantwortetdee.

Eine mogliche Ursache fir das beobachtete PhanomenekalnFolge der vor-
rausgegangenen glukosefreien Perfusion, der herabgesetatelinlire Gluko-
segehalt sein. Diese Erklarung ist wenig wahrscheintlelnn in den 10 min, die
der glukosefreien Perfusion folgen und in denen mit 100 mg/dl Géukerfun-
diert wurde, wurde die fehlende intrazelluldre Glukose wieshgiestiegen sein.
Aulerdem hétten wir einen Abfall des LVED und des dp/dt sedsen mussen.

Dies war aber nicht der Fall.

Der Infarktschaden,der bei unserem Versuchsablauf girgetzt sich zusammen
aus dem Schaden, der durch die Ischdmie selbst entstelenmdien die Reper-
fusion zusatzlich herbeifihrt. Denn mit der Reoxygenigramtstehen in den
Myokardzellen, die im Zellverband liegen, rasch sehikst&ontrakturen, die die

Zellstruktur zerstéren koénnen. (7)

Die Wiedereroffnung eines zuvor verschlossenen Herzged@ées, ein an sich

wegen der damit einhergehenden Wiederherstellung der SdfiaenstbNahr-
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stoffversorgung der Herzmuskelzellen erwiinschter Vorgang) wesitere Scha-
digungsmechanismen aktivieren (Reperfusionsschaden) und dathsohusmald
eines Infarkts erhdhen. Die Zellen werden dabei viermatlurch den exzessiven
Anstieg der zytosolischen Calziumkonzentration geschédigs, die Nekrotisie-
rung von Muskel-und Endothelzellen beschleunigt und zur AusbildangKon-
trakturen fuhren kann.(32) Sichtbar ist dieser Vorgang asteigen des diasto-
lischen Drucks in unserem Modell. (Tabelle 2) Die Zadt 2um Erreichen des
Maximums schwankte kaum und zeigte eine nur geringe Zunahew die

Glukosekonzentration 40 mg/dl betrug.

Cross und andere vermuteten, dass die ischamische und auatetdibolische
Prakonditionierung hervorgerufen wirde durch eine Erschopfungsti&sgen-
speichers, die durch die prakonditionierende Ischdmie vehirsard.(8) Es ist
maoglich, dass in unserer Studie die glukosefreie Perfusien@ykogenabnahme
verursacht hat, jedoch finden sich fir diese These laiokhaltigen Hinweise,

zumal die Funktion des Herzens unveréandert war. (Abbildung 2)

Obwohl das Herz in der Lage ist verschiedene StoffeEnargieverwertung zu
verwenden, scheint der Metabolisierung von Glukose esorakerer Stellenwert
zuzukommen. Nach einige Studien spielt die Glukoseverbrennnagwechtige
Rolle, wenn das Sauerstoffangebot im hypertrophen undnisbio minderper-
fundierten Herzen reduziert ist. (25,34) Es kommt zu eirduwzierten Verstoff-
wechselung von Fetten und zu einer vermehrten Aufnahme Glokose im
Myokard, was assoziiert ist mit einer vermehrten Egpion des Insulin-unab-
hangigen Glukosetransporters GLUT 1. Diese Umstellung itaibddismus flhrt
zu einer Adaption gegeniber einer ischamischen Schadigungietesns und
verbessert die kardiale Funktion. Wodurch die erhohte Glukosertung im
Myokard bewirkt wird, ist bislang jedoch wenig bekannt. (25Bénhkbar ware,
dass es im isolierten Rattenherz zu einer Veranderunguadfwechsels kommt

und das Herz auf Glukose angewiesen ist.
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Im Vergleich zu vorrausgegangenen Studien konnten wir be&remsGruppen
keine bessere Erholung der Funktion wéahrend der Reperflsioespondierend
mit der Reduktion der Infarktgrof3e zeigen (Abbildung 2), wiesi friiher beo-
bachteten. (9,11) Der mangelnde Schutz durch Glukoseentzug gegeldib
Auftreten eines myokardialen Stunning, einer Verminderung kaetraktilen
Funktion des Herzens, die Uber mehrere Stunden bestehenbleainer akuten
regionalen Ischamie, kdonnte eine Ursache fur die geiirgelung der Funktion
in der Reperfusion sein. Diese Erklarung steht jedoch ege@Gsatz zu den Aus-
sagen von Awan und Kollegen. Sie zeigten, dass Glukosgedie post-ischa-

mische mechanische Erholung in isolierten Rattenhestaagerte. (5)

Zusammenfassend stellen unsere Ergebnisse die Bedeutunduklesekonzen-
trationen als einen beeinflussenden Faktor der Prakomeétung heraus. Wir
zeigten, dass eine kurzzeitige Reduktion der Glukosekonzentrais 40 mg/dl
das Myokard gegen einen Infarkt prakonditioniert. Dies I&lg¢h am ehesten er-
klaren, wenn man annimmt, dass der Glukosemangel inudaerflen gleichen
Vorgang auslost wie eine ischamische Prakonditionierungirflestens kdonnten
beide Ereignisse eine gemeinsame Endstrecke haben. §afiint, dass sich
beide durch 5HD blockieren lassen.(15)
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ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung:

Ein kurzer Zeitraum glukosefreier Perfusion prakonditioniertMgskard gegen die Auswirkungen einer folgenden
Ischamie. ATP-abhéngige Kaliumkanaleagig) spielen eine wichtige Rolle in der Signaltransduktionskaskade der
ischamischen Prakonditionierung. Wir untersuchten erstens , asb—Kandle an der durch Hypoglykdmie
herbeigefiihrten Préakonditionierung beteiligt sind und zweitens, colenate Hypoglykdmie ebenfalls Myokard
prékonditioniert.

Material und Methodik:

Wir verwendeten ein isoliertes, Puffer-perfundiertes, Ratteniaell, an dem Herzfrequenz und Perfusionsdruck
konstant gehalten wurden.Wir mafR3en den linksventrikular entwickelteek Bk VED), den KoronarfluR® (KF), den
myokardialen Sauerstoffverbrauch (¥)Gsowie die InfarktgroRe (IG). Es wurden zehn Gruppen untersucht. Die
Herzen durchliefen eine 30 minitige Null-FluR Ischamie, gefotgt ®iner 60 minitigen Reperfusion. Die
Kontrollherzen (KON, n=9) wurden nicht weiter behandelt. Dreippen wurden durch 10 minitige Perfusion mit
0, 40 oder 80 mg/dl Glukose (Gluk. 0, n=9; Gluk 40, n=9; Gluk 80, n=9) prakamiditi, gefolgt von 10 min
Perfusion mit normaler Krebs-Henseleit-Losung (100 mg/dl Glukesekaration) vor der Hypoxie/Reperfusion.
Bei diesen Gruppen wurde der osmotische Druck durch die Addition vomstidéi zu dem hypoglykamischen
Perfusat korrigiert. Um die Rolle vonalkp-Kanélen zu untersuchen, wurden 100 pmol/l des mitochondriafem K
Kanalblockers 5-HD wahrend der 20 minitigen prahypoxischen Phase zgluersefreien Perfusat hinzugefuigt
(Gluk 0 + 5HD, n=10). Um eine BeeinfluBung durch 5-HD und HarnstofisehkiieRen, wurden zwei Gruppen vor
der Ischdmiephase mit 5-HD (5-HD, n=10) und zusétzlich Hafr{&tefa, n=9) behandelt.

Ergebnisse:

Linksventrikulér entwickelter Druck (LVED), KoronarfluR (KF) undugrstoffverbrauch (\) zeigten keinen
Unterschied zwischen den Gruppen wéahrend der Basismessung (98+20 mnitg; 9 &l/min; 254465 pl/min),
der frihen Reperfusion (22 mmHg; 7.4+4.1 ml/min; 112+47 pl/min) odespiten Reperfusion (711 mmHg;
6.6+4.0 ml/min; 87+38 ul/min). Préakonditionierung mit einem 0 und 40 m@ldkose enthaltendem Puffer
reduzierte die Infarktgrof3e von 41+10% (KON) auf 23+12% (p =0.017 vs.)K@N 26+8% (p =0.011 vs. KON).
Der mitochondriale Ktp-Kanalblocker 5-HD blockt die Prakonditionierung durch Hypoglyka@g+9%, p =0.04
vs. Gluk 0) wahrend 5-HD und Harnstoff keine Auswirkung auf die Indadite zeigten (38+13%, p =1.0; 37+8%, p
=1.0 beide vs. KON). Zusatzlich untersuchten wir den prékonditiordereEffekt von 0 (n=5) und 40 mg/dl (n=6)
Glukose und osmotischer Korrektur mit 2- Deoxyglukose im Veglmit zusatzlichen Kontrollen (n=6). In diesen
Experimenten fiihrte die Prakonditionieung mit einem 0 und 40 mg/dl Glukus$altendem Puffer zu einer
Reduktion der InfarktgrofRe von 46+8% auf 23+8% (p =0.003) bzw. 25+3% (p =0.0004).

SchluR¥folgerungen:

Wir schliel3en daraus, dass eine kurzzeitige véllige und modedyateglykdmie das isolierte Rattenherz tber die
Offnung von Katp-Kanalen prakonditioniert.
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