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1. Einflhrung

Herz- und Kreislauferkrankungen zéhlen in Deutschland nach wie vor zu den
haufigsten Todesursachen.

Allein im Jahr 2000 registrierte das Bundesamt fir Statistik Deutschland 545.215
Patienten mit chronisch ischamischer Herzkrankheit. 174.252 Patienten wurden in
diesem Jahr auf Grund eines akuten Myokardinfarkts oder eines Infarktrezidivs in
deutschen Krankenhausern behandelt, insgesamt 73.265 Patienten erlagen den
Folgen ihres Infarktes.

Myokardiale Ischdmie-Reperfusions-Situationen treten infolge unterschiedlicher
Grunderkrankungen aber auch iatrogen, z. B. im Rahmen einer perkutanen
transluminalen Koronarangioplastie auf und sind neben dem klassischen Infarkt auch
mitverantwortlich fir Herz-Rhythmus-Stérungen und Herzinsuffizienz. Der Verschluss
einer Koronararterie fuhrt hierbei normalerweise bereits nach 20 min durch den
Sauerstoffmangel zu irreversiblen Zellnekrosen im Herzmuskelgewebe [1].

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass kurze subletale Myokardischdmien die
Toleranz des Herzmuskelgewebes gegeniber einer darauf folgenden langeren
Ischdmieperiode signifikant erhéhen. Dieses Phanomen wurde als erstes 1986 von
Murry et al. als ,ischAmische Prakonditionierung“ beschrieben (Preconditioning/PC).
Murry et al. konnten damals anhand einer in vivo-Versuchsreihe an anasthesierten
Hunden zeigen, dass vier funfminutige Ischamieperioden mit jeweils nachfolgender
funfmindatiger Reperfusion eine erwartete Infarktgrof3e nach einer 40-minitigen
Isch&mie von 29 auf nur 7% des Risikogebietes reduzieren konnten [2].

Seitdem sind maogliche Ausloser und Transduktionswege der Préakonditionierung
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Dabei konnten zwei Phasen der
Kardioprotektion ermittelt werden. Der als klassische oder auch frihe
Prakonditionierung (EPCl/early preconditioning) bezeichnete initiale Effekt der
Kardioprotektion tritt unmittelbar nach dem ischamischen Stimulus auf, schitzt das
Myokard jedoch nur fur ungeféhr 2 bis 3 Stunden.

Weiterfihrende Studien haben gezeigt, dass die Kardioprotektion durch PC ca.
24 Stunden nach der Kurzzeitischamie erneut einsetzt und dann das Myokard fir bis
zu 72 Stunden vor den Folgen einer Ischamie-Reperfusionssituation schitzt [3; 4].

Es muss also ein zweiter endogener kardioprotektiver Mechanismus existieren, der



“Spate Prakonditionierung” (Late Preconditioning/LPC) oder “second window of
protection” (SWOP) genannt wurde.

Das Phanomen der Prakonditionierung konnte bisher an allen untersuchten
Saugetierspezies nachgewiesen werden, so z. B. auch an Ratten-, Kaninchen- und
Schweineherzen [5...7].

Neben der myokardialen Ischdmie wurden noch eine Vielzahl weiterer Stimuli fur
die beschriebene Prakonditionierung gefunden: Dazu gehéren unter anderem
verschiedene Pharmaka, wie z. B. Adenosin- [8...11], a-adrenerge- [12],
muskarinische- [13], Opioid- [14] sowie Bradykininrezeptoragonisten [15].

Des Weiteren wurde eine durch Hyperthermie des Korpers hervorgerufene frihe
und spate myokardiale Prakonditionierung beschrieben [16; 17] und verschiedene
Untersuchungen zeigen, dass auch extrakardiale Kurzzeitischdmien, so z. B. die
kurzzeitige Okklusion einer renalen oder mesenterialen Arterie (remote
preconditioning) zu einer myokardialen Protektion fuhren kénnen [18; 19]. Unsere
Arbeitsgruppe demonstrierte kurzlich additive Effekte von EPC und LPC. Die
Kombination von isch&mischer LPC mit ischamischer EPC [20] oder mit
pharmakologischer EPC [21] fuhrte in den Versuchen zu einer zusatzlichen
Reduzierung der Infarktgrof3e auf nunmehr ca 15% des Risikogebietes verglichen mit
knapp 30% in der LPC- und tber 50% in der Kontrollgruppe.

Die beschriebenen auf3ergewothnlich starken Protektionseffekte machen
deutlich, welch gro3e Kklinische Relevanz fir den Menschen in der mdglichen
genauen Aufklarung und der Triggerung der zugrunde liegenden Mechanismen
liegen kbnnte. Wenn es auch aus verstandlichen Griinden nicht mdglich ist, klinische
Studien beim Menschen mit genauen Zahlen bzgl. der resultierenden
Infarktgré3enunterschiede nach PC zu belegen, so zeigen doch verschiedene in vitro
[22...26] und klinische Untersuchungen der letzten Jahre, dass sowohl ischamische
als auch pharmakologische PC auch das menschliche Myokard schitzen kénnnen.
Als Korrelat zur Infarktgrof3e wurden hier EKG- bzw. Enzymveranderungen oder das
subjektive Schmerzempfinden der Patienten herangezogen.

So haben Kloner et al. in einer retrospektiven Datenauswertung bei Patienten mit
akutem Myokardinfarkt herausgefunden, dass Patienten, die innerhalb der dem
Myokardinfarkt vorangehenden 48 Stunden eine Angina pectoris-Symptomatik

aufwiesen, eine signifikant geringere Infarktgrof3e zeigten als die Vergleichsgruppe



ohne Prainfarkt-Angina [27; 28]. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass spate
Prakonditionierung auch das menschliche Myokard schutzt.

Dariiber hinaus gibt es in den letzten Jahren weitere klinische Beobachtungen,
welche die Annahme stutzen, dass beim koronarkranken Patientien die PC einen
bedeutenden Protektionsmechanismus darstellt. Hierzu zahlen u. a. das ,Warm-up*“-
Phanomen [29], welches es Patienten erméglicht, eine initial wegen Angina pectoris
abgebrochene Belastung nach einem belastungsfreien Intervall bei gleichem
Belastungsgrad ohne Beschwerden erneut durchzufihren sowie eine subjektiv
geringere Schmerzempfindung und vermindertes Auftreten von Arrhythmien bei
Koronarokklusionen im Verlauf mehrfacher Ballondilatationen im Rahmen einer
perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) [30].

Beispiele fur pharmakologische Kardioprotektion durch EPC im Menschen liefern
Studien, in denen Patienten, die sich einer PTCA unterziehen mussten, durch
vorherige Bradykinin- [31] bzw. Adenosin [32]-Gaben signifikant geringere
Ischamiezeichen aufwiesen. Klinisch besonders bedeutsam sind Untersuchungen mit
volatilen Andasthetika, die in tierexperimentellen (Halothan/Enfluran [33], Isofluran
[34], Sevofluran [35; 36] und Desfluran [37]) wie auch in einer klinischen Studie am
Menschen den Effekt einer prakonditionierenden Ischamie imitieren konnten. So
wiesen Belhomme et al. bei Patienten, die im Rahmen einer koronaren Bypass-
Operation ein 5mindtiges Isofluran-Protokoll durchliefen, im Vergleich zur
Kontrollgruppe in den ersten drei postoperativen Tagen eine signifikant geringere
Troponin-1 und Creatinkinase-MB Enzymfreisetzung nach [38].

Wesentlich in diesem Zusammenhang ist auch, dass im menschlichen Myokard
eine PC nicht nur pharmakologisch durch bestimmte Stoffe induziert werden kann,
sondern dass es auch Stoffe/Medikamente gibt, die eine ischamische PC blockieren
und somit einen wichtigen endogenen Protektionsmechanismus verhindern kénnen.
In den letzten Jahren konnten spezifische Hemmstoffe fir einzelne Schritte und
Mediatoren in der Transduktionskaskade der EPC und LPC ausfindig gemacht
werden.

Neben den spezifischen Hemmstoffen gibt es aber auch im Kklinischen Alltag
Medikamente, die eine potentielle PC, z. B. im Rahmen von Angina pectoris-Anfallen
oder auch stummer Ischamie, aufheben kdnnen. Ein solcher Effekt wurde u. a. fur
das orale Antidiabetikum Glibenclamid [39; 40] sowie fur Naloxon nachgewiesen [41].

Fur die Klinik heil3t das zum einen, dass es theoretisch mdglich ware, bei Patienten



mit koronarer Herzerkrankung eine dauerhafte medikamentdse Myokardprotektion
durch pharmakologische Prakonditionierung zu erzielen. Zum anderen kdnnte es von
Bedeutung sein, gerade bei vorhersehbaren Ischamie/Reperfusionssituationen, wie
z. B. bei Herzoperationen oder bei Katheterinterventionen, gezielt kardioprotektive
Substanzen einzusetzen bzw. bewusst auf solche Medikamente zu verzichten,
welche den Effekt der Prakonditionierung blockieren.

Die besondere Bedeutung der LPC gegenuber der bisher genauer untersuchten
EPC liegt zum einen in dem grol3eren Zeitfenster, in dem LPC nach dem Stimulus
anhalt, zum anderen vermag die LPC im Gegensatz zur EPC, die postischamische
myokardiale Dysfunktion (Stunning) zu vermindern [42]. Des Weiteren konnte sowohl
fur die ischdmische als auch fur die pharmakologische EPC eine
Toleranzentwicklung nachgewiesen werden [43; 44], was eine medikamentdse
Ausweitung des EPC-Fensters im Rahmen einer evtl. Prophylaxe bei KHK-Patienten
verhindert. Die Verringerung des protektiven Effektes wurde hierbei auf eine
Downregulation an Rezeptoren zurtickgefihrt.

Dieses Problem durfte bei LPC nicht auftreten, da das Pharmakon nur alle 48-72
Stunden verabreicht werden musste, um die Kardioprotektion aufrecht zu erhalten.
So konnten Yellon et al. durch die mehrmalige Applikation von CCPA (Adenosin-
Agonist) im Abstand von je 48 Stunden eine anhaltende PC uber 10 Tage ohne
Herunterregulation des Adenosinrezeptors hervorrufen [45; 46].

Obwohl beide Phasen der Prakonditionierung in Bezug auf ihren
Transduktionsweg sehr genau untersucht wurden, sind die zugrunde liegenden
Mechanismen auf zellularer Ebene nach wie vor nicht vollstdndig aufgeklart. Es ist
bekannt, dass fiir die Myokardprotektion durch friihe Prakonditionierung eine Offnung
der mitochondrialen ATP-abhangigen Kaliumkanale wesentlich ist. Uber die
Freisetzung von Sauerstoffradikalen [47; 48] durch einen ischdmischen Stimulus
oder z. B. via Adenosin/Bradykinin oder Opioid-Rezeptoren wird die Proteinkinase C
aktiviert [49; 50]. Dies fuhrt zu einer Aktivierung von Tyrosin [51; 52]- und Mitogen
aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) [53], die als Trigger und/oder Mediatoren
der Protektion tiber den Weg der K*atp-Kanale wesentlich sind [54...56].

Es konnte nachgewiesen werden, dass den K'arp-Kandlen auch wéahrend des
.Zweiten Fensters der Protektion” eine wichtige Bedeutung zukommt [57; 88; 97].

Ein wesentlicher Trigger/Mediator der beschriebenen Kardioprotektion, das

Offnen von ATP-sensitiven K'-Kanalen, ist also eine der Gemeinsamkeiten der



ischdmischen EPC und LPC. Auch an den anderen erwahnten Formen der PC ist
das Offnen dieser K*-Kanale mafgeblich beteiligt [10; 20; 21; 58...60].

Wie oben erwahnt, wurde bereits fir zahlreiche Anasthetika ein protektiver Effekt via
pharmakologischer PC nachgewiesen. Fur Thiopental [61; 62] und Ketamin [63]
liegen aber auch Ergebnisse vor, dass sie iiber eine Blockade der K'arp-Kanéle eine
Prakonditionierung verhindern.

Molojavyi A et al. konnten 2000 zeigen, dass dieser Effekt fir das Anasthetikum
Ketamin nur bei der Applikation des R(-)-Isomers bzw. des Razemats, nicht aber
beim S(+)-Ketamin auftritt [64; 65]. Es liegt also eine enatiomerspezifische Wirkung
des Ketamins auf die ATP-sensitiven Kaliumkanéle vor.

Naturlich unterscheidet sich der Signaltransduktionsweg der LPC in vielen
Belangen von dem der EPC, und die Effekte razemischen Ketamins auf die LPC
wurden bisher noch nicht untersucht. Ketamin kénnte aber nicht nur die K arp-Kanéle
blockieren, sondern auch in vorangehende Schritte der Transduktionskaskade der
LPC eingreifen. Hier kommen z. B. die Blockade der Stickstoffmonooxyd (NO)-
Synthase, die Hemmung von Tyrosinkinasen oder der NFkB-Aktivitat [66] in Frage.

In der hier vorliegenden Studie wurde nun der Effekt einer Bolusdosis von
razemischem bzw. S(+)-Ketamin auf die klinisch bedeutsamere LPC in chronisch

instrumentierten ,New Zealand White Rabbits” untersucht.



2. Methoden

Die vorliegende Studie entspricht den Leitlinien der Amerikanischen Gesellschaft
fur Physiologie sowie den oOrtlichen Bestimmungen und wurde durch den

Regierungsprasidenten Dusseldorf genehmigt.

In einer ersten Operation wurde den Tieren ein Koronararterienokkluder
implantiert.

Nach 7 bis 10 Tagen Erholungszeit wurde mit Hilfe dieses Okkluders bei den
Tieren der LPC-, der LPC/Ketamin- und der LPC/S(+)-Ketamin-Gruppen eine
regionale Myokardischamie zur Induktion der spaten Prakonditionierung am wachen
Tier ausgelost (s. LPC-Protokoll).

24 Stunden spater wurden die Tiere aller Gruppen erneut operiert und zur

Messung der hdmodynamischen Werte instrumentiert (s. Myokardinfarktprotokoll).

2.1 Chirurgische Praparation

Nach Lokalanasthesie mit einer Lidocain- und Prilocain haltigen Salbe (EMLA®)
wurde bei 43 weilRen Neuseelanderkaninchen mit einem Gewicht von 2.550 — 3.150
g (Mittelwert 2.870+29 g) Kdorpergewicht (KG) die laterale Ohrvene punktiert. Die
Anasthesie wurde dann intravends (i.v.) mit Xylazin (STRESNIL®, 6 mg/kg KG),
Ketamin (KETANEST®, 6 mg/kg KG) und Propofol (DISOPRIVAN®, 10 mg/kg KG)
eingeleitet. Die Trachea wurde mit einem Woodbridge Tubus intubiert (3,0 mm
innerer Durchmesser) und die Lungen mit einem Neugeborenenbeatmungsbeutel
beatmet. Im Anschluss wurden die Kaninchen an der linken Thoraxwand rasiert und
in den Operationssaal gebracht.

Hier wurden die Tiere an ein Beatmungsgerat angeschlossen (Sulla 808, Drager
AG, Lubeck, Deutschland) und die Haut im Operationsbereich mit einem
Antiseptikum (BRAUNOL®) sorgféltig desinfiziert. Die maschinelle Ventilation erfolgte
mit einer Frequenz von 30-35/min und einem Hubvolumen zwischen 15 und 20 ml,
um einen endtidalen CO,-Partialdruck von 35 mmHg aufrecht zu erhalten (Datex

Capnomac Ultima, Division of Instrumentarium Corp., Helsinki, Finnland).
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Die Anasthesie wurde durch die Inhalation von 2 bis 4 Vol% Isofluran
(ISOFLURAN®) und 50%igem Stickstoffoxid aufrecht erhalten und die ausreichende
Narkosetiefe anhand des Fehlens von Reflexen bestimmt. Alle chirurgischen
Eingriffe an den Kaninchen wurden unter Einhaltung steriler Kautelen durchgefihrt.
Die antibiotische Prophylaxe erfolgte durch die praoperative Gabe von Cephazolin
(GRAMAXIN®, 35 mg/kg KG) i.v.

Nach einer linksseitigen lateralen Thorakotomie im vierten Interkostalraum wurde
der Thorax ertffnet. Der Zugang zur Herzhohle erfolgte durch eine kleine Inzision
des Perikardes. Ein Hauptast der linken Koronararterie wurde identifiziert und mit
zwei 5-0 Prolenendhten mit einer atraumatischen Nadel (Ethicon 5/0, 1-metrisch, TF)
umstochen. Der Abstand der beiden Ligaturen wurde streng < 1 mm gehalten, um
gleich grolRe Risikogebiete fir die Prakonditionierung und die eigentliche Ischamie zu
gewdahrleisten. Im Regelfall wurde der Hauptast der linken Koronararterie im ersten
Viertel der Strecke von der Herzbasis bis zur Herzspitze umschlungen.

Ein Spiraltubus (2,5 mm innerer Durchmesser, Mallinckrodt Medical, Athlone,
Irland) wurde nach subkutaner Tunnelung zwischen den beiden Schulterblattern
ausgeleitet und an der Haut fixiert. Das innere Ende des Tubus wurde in der Nahe
der beiden Koronararterienumstechungen intrathorakal platziert, mit dem Perikard
vernaht und so fixiert. Die beiden Fadenpaare wurden nun durch den Tubus nach
aul3en geleitet. Das Lumen des Tubus wurde mit Vaseline gefullt, um die Ausbildung
eines Pneumothoraxes zu verhindern.

Nach Luftaspiration wurde der Thorax schichtweise verschlossen und die Wunde
mit einem sterilen Verband versorgt. Postoperativ erhielten die Tiere Piritramid
(DIPIDOLOR®, 2 mg/kg KG) zur Analgesie und Amoxicillin (DUPHAMOX®, 15 mg/kg
KG) als Antibiotikum zur Infektionsprophylaxe. Die Wunde und der Tubus mit den
ausgeleiteten Faden wurden mit einer Weste (Kaninchen-Weste, Gréf3e M, Byron,
Grand Island, NY, USA) geschitzt.
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2.2 LPC-Protokoll

Innerhalb von 7 bis 10 Tagen erholten sich die Kaninchen von dem operativen
Eingriff. Nach dieser Erholungsphase wurde unter Elektrokardiographie (EKG)-
Kontrolle (SC 9000, Siemens AG, Dusseldorf, Deutschland) ein Paar der Faden fur
funf Minuten zugezogen. Dadurch kam es zu einer Okklusion der Koronararterie mit
nachfolgender Ischamie des abhéngigen Versorgungsgebietes. Die erfolgte
Okklusion zeigte sich anhand der resultierenden ST-Streckenhebungen im
abgeleiteten EKG.

Um einen moglichen Effekt auf die Signaltransduktionskette der PC zu
vermeiden, wurde die Okklusion ohne die Gabe von Analgetika oder Sedativa
durchgefihrt. Am Ende der flinfmindtigen Koronararterienokklusion wurde durch
Entfernung des Fadens eine sichere Reperfusion gewdahrleistet, welche durch die
Normalisierung des EKGs innerhalb von 5 Minuten bei jedem Tier verifiziert wurde (s.
Abb. 1). Dieses Prozedere wurde bei allen Kaninchen mit Ausnahme derer der
Kontrollgruppe durchgefihrt.

Insgesamt wurden 43 Kaninchen fir die Versuchsreihe prapariert. Sieben davon
starben bei der beschriebenen Prékonditionierung. Mit den Ubrigen 36 wurde wie im
Myokardinfarktprotokoll beschrieben weiter verfahren.
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Abbildung 1 : EKG wahrend der spaten Prakonditionierung

Ausgangsbedingungen

1 Minute Okklusion

3 Minuten Okklusion

5 Minuten Okklusion

1 Minute Reperfusion

3 Minuten Reperfusion

5 Minuten Reperfusion

13



2.3 Myokardinfarktprotokoll

24 Stunden nach dem LPC-Protokoll wurden die Kaninchen erneut operiert.
Nach Anlegen eines vendsen Zuganges (s. Chirurgische Pr&paration) wurde die
Anasthesie bei den Kaninchen durch Propofol (10 mg/kg KG) eingeleitet und durch
eine kontinuierliche Infusion von a-Chloralose (40 mg/kg KG h) aufrecht erhalten. Die
Tiere wurden anschlielend endotracheal intubiert und maschinell beatmet (s. oben).
Blutgasanalysen sowie die Bestimmung der H&amoglobinkonzentration und des
Hamatokrits wurden in regelmaldigen Intervallen durchgefiuhrt (prdoperativ, vor, und
nach der Studie).

Eine  suffiziente  Narkosetiefe wurde anhand des Fehlens von
Muskelbewegungen und dem Ausbleiben von hdmodynamischen Reaktionen auf
chirurgische Stimuli wahrend der Operation sichergestellt. Bei den Tieren wurde
erneut ein Oberflachen-EKG abgeleitet. Zur Messung des Aortendruckes wurde ein
20-Gauge-Teflonkatheter tiber die linke Arteria carotis communis in den Aortenbogen
eingefuhrt, mit Flassigkeit (NaCl 0,9%) gefullt und mit einem Statham-
Drucktransducer (PD 23, Gould, Cleveland, Ohio, USA) verbunden. Uber die mit
einer Venenverweilkanille (Venflon™, 1,2 mm, Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden) punktierte rechte Vena jugularis erhielten die Tiere eine kontinuierliche
Infusion einer physiologischen NaCl-Losung (15 ml/kg KG h), um intraoperative
Flissigkeitsverluste auszugleichen. Nach medianer Thorakotomie und Eréffnung des
Perikardes wurde ein Ultraschallflussmesskopf (4S, T208, Transonic System Inc.,
Ithaca, NY, USA) um die Aorta ascendens gelegt. Damit wurde das Herzzeitvolumen
(HZV) abzuglich der Koronardurchblutung gemessen.

Zur Messung des linksventrikularen Druckes wurde ein
Katheterspitzenmanometer (Millar tipcatheter, SPC-340, Houston, TX) Uber den
linken Vorhof in den linken Ventrikel eingebracht. Das verbliebene zweite Paar
Faden der Koronarumstechung wurde freiprapariert und ein Plastikréhrchen
dariibergezogen. Mit diesem Okkluder konnte die Koronararterie fir die Auslésung
der Ischamie (30 Minuten) verschlossen werden. Die Korperkerntemperatur wurde in
der Herzhohle gemessen (GTH 1160, Digital Thermometer, Geisinger Elektronik,
Deutschland) und mittels einer Warmematte und einer Infrarotlampe zwischen 38,3
und 38,7C konstant gehalten. Am Ende der Praparation wurden die Kaninchen mit
500 i. E. Heparin (LIQUEMIN®) heparinisiert.
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Nach einer finfzehnmindtigen Stabilisierungsphase wurden die
hamodynamischen Ausgangswerte registriert und bis zum Ende des Versuches in
regelmanigen Abstédnden erneut gemessen (siehe Abbildung 3).

Bei den entsprechenden Versuchsgruppen wurde daraufhin razemisches
Ketamin oder S(+)-Ketamin (10 mg kg™) bzw. nur Benzethoniumchlorid (0.1 mg kg?)
als Tragersubstanz des Ketamins (LPC-und Kontroll-Gruppe) verabreicht. Zehn
Minuten spéter wurde die Koronararterie mittels des Okkluders verschlossen und der
Erfolg der Okklusion anhand einer sofort auftretenden epikardialen Zyanose im
abhangigen Versorgungsgebiet sowie durch ST-Streckenhebungen im EKG
verifiziert. Eventuell auftretendes Kammerflimmern wurde durch sofortige interne
elektrische Defibrillation (5J, DCS 261 Defibrillator, Piekser, Ratingen, Deutschland)
therapiert. Die Aufhebung der Koronarokklusion erfolgte nach 30 Minuten, denen
sich eine 120-minltige Reperfusionsphase anschloss (siehe Abbildung 3). Die
Aufhebung der Zyanose und der Riuckgang der ST-Streckenhebung zeigten die

erfolgreiche Reperfusion an.

Abbildung 2: Instrumentierung der Herzen

Aortendruck

Herzzeitvolumen

Pulmonalarterie

Rechter/linker Vorhof
Tipmanomometer im linken Ventrikel

Koronararterienokkluder
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2.4 Infarktgréf3enbestimmung

Nach zwei Stunden Reperfusion wurde das Herz durch Injektion von 20 ml
eiskalter Kaliumchloridlésung (16 mmol/l) in den linken Vorhof stillgestellt, ztigig inkl.
Aortenwurzel entnommen und an eine modifizierte Langendorff-Apparatur tberfihrt.
Diese bestand aus einer Knopfkanile und einem Dreiwegehahn, tUber den die
Perfusionslésungen luftfrei retrograd Uber die Aortenwurzel in die Koronararterien
perfundiert werden konnten. An dieser wurde das Herz fir funf Minuten mit eiskalter
physiologischer Kochsalzldsung mit einem Perfusionsdruck von 40 cm Wassersaule
perfundiert. Dadurch wurden Blutreste in den Koronargefal3en ausgewaschen.

Dann wurde die Koronararterie mit dem verbliebenen Okkluder erneut
verschlossen und das Herz mit einer 0,2%igen Evans-Blau-Ldsung fiir zehn Minuten
mit einem Perfusionsdruck von 40 cm Wassersaule perfundiert. Um intravaskular
verbliebene Evans-Blau-Losung auszuwaschen, wurde anschlieRend erneut mit
physiologischer Kochsalzlosung bei anhaltender Okklusion fir einige Minuten
perfundiert. Durch dieses Verfahren wurde das Risikogebiet, also das Gebiet, das
wéahrend der 30-minttigen Okklusion isch&misch war, als ungefarbt identifiziert.

Anschlie3end wurden die Herzen durch transversale Schnitte in zwei mm dicke
Scheiben geschnitten. Der rechte Ventrikel wurde entfernt, so dass sich alle
Auswertungen nur auf den linken Ventrikel beziehen. Danach wurden die Scheiben
fur funfzehn Minuten in einer gepufferten 0,75%igen Triphenyltetrazoliumchlorid-
Lésung bei 38 T inkubiert. Durch diese Farbung erschien vitales Gewebe rot,
nekrotisches Gewebe hingegen wurde nicht angefarbt. Die Gréf3e des linken
Ventrikels, des Risikogebietes und des Infarktes wurde mittels EDV-unterstizter
Planimetrie bestimmt. Nach 24stindigem Trocknen bei 45°C im Warmeschrank
wurden alle Scheiben gewogen und so die Trockengewichte bestimmt.

Die durch die Planimetrie bestimmten Flachen wurden dann im entsprechenden

Verhaltnis zum Trockengewicht der entsprechenden Scheibe als Gewichte errechnet.
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2.5 Studienprotokoll

Die Tiere wurden vor dem ersten Eingriff randomisiert einer unserer vier
Versuchsgruppen zugeordnet. Alle Kaninchen  wurden nach einer
Stabilisierungsphase (Baseline) einer 30-minutigen regionalen Myokardischamie
unterzogen, gefolgt von zwei Stunden Reperfusion.

Mit Ausnahme der Kontrollgruppe wurde in allen Gruppen 24 Stunden vor der
prolongierten Ischamie eine LPC durch fanfminutige Koronarokklusion am wachen
Tier induziert.

Im Rahmen der 2. Operation wurde den Tieren der Ketamin-Gruppen zehn
Minuten vor der 30-miniitigen Ischamie Ketamin 10 mg kg™ (LPC/Ketamin-Gruppe)
bzw. S(+)-Ketamine 10 mg kg* [LPC/S(+)-Ketamin-Gruppe] i.v. injiziert. Die
Kaninchen der Kontroll- und die der reinen LPC-Gruppe erhielten zum gleichen

Zeitpunkt Benzethoniumchlorid 0.1 mg kg™, der Tragersubstanz des Ketamins.

Abbildung 3: Studienprotokoll

Kontrolle 10 120
LPC Bl =" T1or 20
LPC/Ketamin . 2‘;’, n ‘}10’ 120
LPC/S(+)-Ketamin 124 24 h ‘klo, 120
. = Myokardischamie T = Gabe von Ketamin bzw.
Benzethoniumchlorid
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2.6 Datenverarbeitung

Linksventrikularer Druck, dessen erste Ableitung nach der Zeit (dP/dt), der
Aortendruck und das Herzzeitvolumen wurden Kkontinuierlich auf einenm
Mehrkanaltintenschreiber (Recorder 2800, Gould Inc., Cleveland, Ohio, USA)
registriert. Zu den Messzeitpunkten wurden die Daten mittels eines Analog-Digital-
Konverters (Data Translation, Marlboro, MA, USA) digitalisiert und an einem

Personalcomputer weiterverarbeitet.

2.7 Hamodynamische Variablen

Linksventrikularer Spitzendruck (LVSD) und die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) wurden als Mal3 fir die globale systolische
Funktion gemessen. Das Minimum des dP/dt (dP/ dtn,) definierte das Ende der
Systole, der steile Anstieg des dP/dtna.x markierte das Ende der Diastole. Der
linksventrikulare enddiastolische Druck (LVEDD) und die Zeitkonstante der
isovolumetrischen Relaxation (1) wurden zur Beurteilung der linksventrikularen
diastolischen Funktion herangezogen. Die Zeitkonstante der isovolumetrischen
Relaxation wurde anhand folgender Formel errechnet: P(t) = Py exp T wobei P der
Druck zum Zeitpunkt t ist, Po; der LVEDD und Tt die Zeitkonstante der
isovolumetrischen Relaxation.

Das Produkt aus Herzfrequenz (HF) und linksventrikularem Spitzendruck
(LVSD), das Frequenz-Druck-Produkt (FDP), wurde als Determinante des
myokardialen Sauerstoffverbrauches berechnet. Der systemische vaskulare
Widerstand (SVR) wurde aus dem mittleren Aortendruck (AOPpmean) Uund dem HzZV
unter der Annahme berechnet, dass bei gedffnetem Thorax der rechtsatriale Druck 0

mmHg betragt.
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2.8 Statistische Analyse

Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben.

Zur Ermittlung statistischer Unterschiede in den h&modynamischen Messungen
fuhrten wir eine Zwei-Wege-Varianzanalyse (ANOVA) entlang der Zeit und zwischen
den Gruppen durch. Zeigten sich hierbei statistische Unterschiede zwischen den
einzelnen Behandlungsgruppen, wurden die betreffenden Zeitpunkte durch eine Ein-
Weg-Varianzanalyse (ANOVA), gefolgt von einem Dunetts Post-Hoc-Test, einzeln
mit der LPC-Gruppe als Referenzgruppe verglichen.

Mit statistischen Unterschieden in Bezug auf zeitliche Veranderungen innerhalb
einer Gruppe (time effect) wurde in gleicher Weise mit den Ausgangswerten als
Kontrolle verfahren. Unterschiede beziglich der Infarktgrof3en zwischen den
Gruppen wurden anhand einer Ein-Wege-Varianzanalyse ermittelt und mittels dem
Dunetts Post-Hoc-Test mit der Prakonditionierungsgruppe als Bezugsgruppe
statistisch ausgewertet. Unterschiede wurden ab einem Wert von P< 0,05 als

signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Hamodynamische Variablen

Fur 36 Kaninchen konnten jeweils komplette Datensétze erhoben werden. Die
hadmodynamischen Variablen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Abbildung 4 zeigt
die Hamodynamik (Verlauf von HF, LVSD und HZV) Uber den Zeitverlauf der
Ischamie-Reperfusionsversuche fir alle 4 Versuchsgruppen.

Die Ausgangswerte von LVSD, HZV, HF und damit auch von FDP unterschieden
sich zwischen den Gruppen nicht signifikant. Nach der Gabe von S(+)-Ketamin
blieben die genannten hamodynamischen Variabeln unveréndert.

Wie in den Abbildungen zu sehen, fiihrte die Okklusion der praparierten
Koronararterie in allen Gruppen zu einer Reduktion des LVSD (im Mittel 7+4%), des
dP/dtyax (im Mittel 15+5) und des HZV (im Mittel 16£4%).

Die Beeintrachtigung der linksventrikularen diastolischen Funktion zeigte sich im
Anstieg von T um 32+6% sowie im Anstieg des linksventrikularen enddiastolischen
Druck (LVEDD) von 4£1 unter Ausgangswert-Konditionen auf 91 mmHg wahrend
der Okklusion (alle Werte bei 25-minttiger Okklusion aufgenommen). Bezuglich des
RPP zeigten die einzelnen Gruppen wahrend der 30-minutigen Okklusion keine
signifikanten Unterschiede.

Nach der zweistindigen Reperfusion waren der LVSD um 15+4 und dP/dtmax um
2845% in Bezug auf die Ausgangswerte als Ausdruck der herabgesetzten
myokardialen Kontraktionskraft weiterhin reduziert. FDP war um 16+5% vermindert.
Auch die diastolische Funktion war mit einem um 34+8% verlangertem t und einem

LVEDD Anstieg um 3+1 mmHg gegenuber Baseline nach wie vor beeintrachtigt.

Abbildung 4: Hamodynamik

Die Graphen zeigen die Herzfrequenz, das Herzzeitvolumen sowie den
Linksventrikularen Spitzendruck in Abhangigkeit zu der auf der X-Achse
aufgetragenen jeweiligen Versuchszeit fur die Gruppen Spate Prakonditionierung
(LPC), Kontrolle sowie LPC/Ketamin und LPC S(+)-Ketamin jeweils als
MittelwertexStandardabweichung und n=9. Der Zeitpunkt K entspricht der
Ketamingabe. P<0,05 vs. LPC-Gruppe.
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Ausgangs- Interventionszeitraum Okklusion Reperfusion

werte Ket. / LSG: 10 min 5min 25 min 5min 30 min 120 min
LVEDD (mmHg)
Kontrolle 33+ 09 35009 40 + 1.0 6.6 + 1.4 87 + 2.3 97 + 22 76 £ 19 6.7 + 20
LPC 48 + 07 51 + 09 54 + 1.0 63 + 1.9 92 + 2.1 95 + 1.8 81+ 14 6.8 + 18
LPC/Ketamin 47 + 15 54 % 14 54 + 1.1 89 + 1.9 94 + 13 106 + 15 101 * 15 97 + 16
LPC/S(+)-Ketamin 33 + 05 34 = 05 35 + 05 71 + 1.1 96 + 1.8 106 * 24 79 £ 21 62 + 17
dP/dtmax (mmHg/s)
Kontrolle 3843 + 419 4066 + 413 4413 + 386 3550 + 185 3530 + 237 2954 + 276 3817 + 297 2951 + 352
LPC 3927 + 401 4088 + 409 4234 + 400 3754 + 422 3532 + 388 3394 + 395 3953 + 451 2795 + 413
LPC/Ketamin 4382 + 633 3337 + 562 3401 + 466 3172 + 386 3246 + 523 3372 + 411 3882 + 311 3154 + 253
LPC/S(+)-Ketamin 4801 + 502 4787 + 676 4876 + 702 3567 + 631 3526 + 556 2602 + 318 3191 + 464 2762 + 472
SVR (mmHg min 1)
Kontrolle 307 + 24 311 + 26 331 + 28 355 + 30 344 + 31 318 + 31 330 + 22 326 + 17
LPC 375 + 31 387 + 33 380 + 27 464 + 41 445 + 40 437 + 39 378 + 25 341 + 28
LPC/Ketamin 354 + 25 386 + 24 425 + 29 403 + 33 311 + 297 209 + 167 314 + 18 317 + 23
LPC/S(+)-Ketamin 350 + 36 356 + 44 358 + 40 355 + 42 366 + 33 316 + 31T 302 £ 29 315 + 38
FDP (mmHg min™ 10°)
Kontrolle 26 + 12 233+ 12 249+ 12 233 +11 232+11 234+14 262+ 14 219 + 20
LPC 241 + 23 252 + 22 260+ 21 242 +22 245+ 26 235+ 23 234+ 25 173 + 26
LPC/Ketamin 274 + 22 227 +22 259+28 218+ 17 211 +23 233 +17 263+ 15 241 %17
LPC/S(+)-Ketamin 272 + 22 277 + 30 283 +32 235+31 226+28 221 +21 218+21 188 * 26
T (Ms)
Kontrolle 141 + 12 138 + 10 138+ 09 159+ 11 163+ 14 165+ 16 144+ 12 154 + 16
LPC 151 + 06 154 + 08 151 + 1.1 174 + 11 189+ 14 177+ 16 170+ 22 208 + 238
LPC/Ketamin 146 + 16 164 + 14 162 + 1.7 190 + 22 197 +24 186 +24 168 + 21 183 + 23
LPC/S(+)-Ketamin 126 + 06 139 + 09 131 + 06 183 + 12" 182 + 12" 169 + 12 164 + 1.0 203 + 33"

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung. n=9 in jeder Gruppe; LPC=Spate Prakonditionierung; LVEDD=linksventrikularer enddiastolischer Druck;
dP/dtmax=maximale linksventrilulare Druckanstiegsgeschwindigkeit; SVR=systemischer vaskularer Widerstand; FDP=Frequenz-Druck-Produkt;
1=Zeitkonstante der isovolumetrischen linksventrikularen Relaxation. Ket./LSG.=Ketamin bzw. Lésungsmittel; ‘P<0.05 vs. Ausgangswerte; 'P<0.05
vs.LPC Gruppe.

Tabelle 1: HAmodynamische Variablen
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3.2 Risikogebiet und Infarktgrofie

Zur Bestimmung der Risikogebiete und der Infarktgrof3en wurde nur der linke
Ventrikel ausgewertet. Das mittlere Trockengewicht des linken Ventrikels betrug
0,74+0,02 g ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (die Werte fur die
einzelnen Gruppen sind der Tabelle 2 zu entnehmen). Das Risikogebiet machte im
Mittel 62+3% des linken Ventrikels entsprechend 0,47+0,03 g aus. Auch hier
unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant. Signifikante Unterschiede zeigten
sich hinsichtlich der prozentualen Infarktgrof3en bezogen auf das Risikogebiet
zwischen der LPC- und der Kontrollgruppe. LPC reduzierte die Infarktgrof3e von
44+3% des Risikogebietes der Kontrollgruppe auf 22+3% (LPC; P=0.002) (siehe
Abbildung 5).

Die Vorbehandlung mit Ketamin blockierte diesen protektiven Effekt der LPC.
Die Infarktgrof3e in der LPC/Ketamin-Gruppe betrug 44+3% (P=0.002 vs. LPC).

Im Gegensatz dazu beeinflusste die Verabreichung von S(+)-Ketamin die
InfarktgréRenreduktion durch LPC nicht: Die Infarktgrof3en waren mit 26£6% des
Risikogebietes in der LPC/Ketamin-Gruppe nicht signifikant gegentber der LPC-
Gruppe erhéht (P=0.88 vs. LPC).

Tabelle 2. Gewichte und Risikogebiet . Angegeben sind die Mittelwerte (MW) £ der
Standardabweichung (SD), n=9 in jeder Gruppe, LPC=Spate Preconditionierung, LV=linker
Ventrikel; TP<0.05 vs.LPC Gruppe.

Kontrolle LPC LPC/Ketamin LPC/S(+)-Ketamin
Kdrpergewicht (g) 2848 + 42 2905 =+ 84 2874 + 45 2847 + 50
LV-Gewicht (g) 0.73 + 004 071 <+ 004 070 =+ 0.02 081 =+ 0.03
Risikogebiet (g) 0.44 + 007 046 =+ 006 043 <+ 0.06 057 =+ 0.08
Risikogebiet/LV (%) 57 x 7 64 + 6 61 + 7 68 + 8
Infarktgrof3e (g) 0.18 + 003 010 =+ 0.02 019 =+ 0.03"'013 =+ 0.02
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Abbildung 5:
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Die Abbildung zeigt die Infarktgrof3en, angegeben in Prozent des Risikogebietes fir

die Gruppe der Spaten Prakonditionierung (LPC), die Kontrollgruppe sowie fir die

LPC/Ketamin- und die LPC/S(+)-Ketamin-Gruppe. Die Anzahl der untersuchten Tiere

betrug fur jede Gruppe n=9. Die offen dargestellten Symbole entsprechen den

einzelnen

Messwerten,
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4. Diskussion

Das wesentliche Ergebnis unserer Studie ist, dass eine Einzeldosis razemischen
Ketamins die kardioprotektive Wirkung von LPC in Kaninchenherzen in vivo blockiert,
die Verabreichung von S(+)-Ketamin hingegen nicht. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass der Einfluss von Ketamin auf die LPC

enantiomerspezifisch ist.

4.1 Methodenkritik

Fur die Entwicklung eines Myokardinfarktes sind die Dauer der Ischamie, der
myokardiale Sauerstoffverbrauch wahrend der Ischamie, der kollaterale Blutfluss und
die Myokardtemperatur wichtige Determinanten.

Da Kaninchenherzen nur eine sehr schwach ausgebildete Kollateraldurchblutung
besitzen, war es nicht erforderlich, den Kollateralblutfluss im Ischamiegebiet zu
bestimmen [67].

Neben dem arteriellen kollateralen Blutfluss besitzt das Kaninchenherz aber
weitere Mechanismen der alternativen Sauerstoffversorgung. Hier sind in friheren
Studien die Diffusion und der retrograde Blutfluss durch Thebesii-Venen genannt
worden [68]. Das Ausbleiben der Infarzierung sehr kleiner Ischdmiegebiete I&asst sich
hierduch erklaren. Bei sehr kleinen Ischamiegebieten sind die Diffusionsstrecken und
die Strecken, die das Blut der Thebesii-Venen zurlicklegen muss, sehr kurz und
ermdglichen deshalb eine Sauerstoffversorgung des Myokards.

Bei Risikogebieten kleiner als 0,05 g Trockengewicht entsteht bei
Kaninchenherzen kein Myokardinfarkt. Deshalb waren Versuche mit einem
Risikogebiet kleiner als 0,05 g Trockengewicht aus der Versuchsreihe
ausgeschlossen worden.

Die Korpertemperatur der Kaninchen wurde wéhrend des gesamten Versuches
innerhalb des Perikards gemessen und bei 38,5 + 0,2 kon stant gehalten. Dies war
notwendig, da eine Temperaturabweichung von 1T bereits zu einer Veranderung
der Infarktgrof3e von ungeféahr 10% fuhren kann [69].

Alle Tiere wurden mit a-Chloralose anasthesiert. Diese Form der Anésthesie wird
haufig in physiologischen und pharmakologischen Studien eingesetzt [70].
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In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass a-Chloralose im
Gegensatz zu allen bisher untersuchten volatilen Andasthetika (s. oben) keine
antiischamischen Eigenschaften besitzt [71...73] und keine stérenden Einflisse auf
die Signaltransduktionskette zu erwarten sind.

Um eine evtentuelle Einflussnahme von Anasthetika, Sedativa, Analgetika oder
chirurgischem Trauma auf die Signaltransduktionskette der LPC zu vermeiden,
wurde die LPC in unserer Versuchsreihe durch eine funfminttige Myokardischamie
am wachen Versuchstier durchgefihrt.

Baxter et al. konnten bereits nachweisen, dass fir unsere Versuchsreihe eine
Ischamie dieses Zeitrahmens ausreichend ist, eine spéte Prakonditionierung
hervorzurufen [74]. Nach einer Studie von Millenheim et al. weist hierbei die
einmalige Ischdmie gegeniber der PC mit mehreren auf einander folgenden
5mindtigen  Ischamieepisoden  keinen  signifikanten  Nachteil bzgl. der

InfarktgréRenreduktion auf [75].

4.1.1 Ketamin als Bestandteil der Narkose

Ketamin ist ein Phenzyklinderivat, das chemisch den Halluzinogenen nahe steht.
Ketamin (Ketanest”) enthélt als razemisches Gemisch die beiden Enantiomere S(+)-
Ketamin und R(-)-Ketamin. Die Stereoisomere besitzen unterschiedliche
Eigenschaften, aber eine ahnliche Kinetik. Das optische Isomer S(+)-Ketamin weist
eine ungefahr dreimal starkere analgetische und an&sthetische Potenz sowie
verkurzte Aufwachzeiten im Vergleich zum R(-)-Ketamin auf. Die halluzinogenen
Eigenschaften sind auf das R(-)-Enantiomer zurliickzufihren. Ketamin entfaltet seine
Wirkung Uber die Interaktion mit zentralen und peripheren Rezeptoren des
Nervensystems, wobei die Substanz keine absolute Selektivitat flr einen bestimmten
Rezeptortyp aufweist.

In der Klinik findet Ketamin als intravendses Anasthetikum Anwendung, kann
aber auch i. m. appliziert werden. Zum Einsatz kommt es haupsachlich zur Analgesie
und Andasthesie in der Notfallmedizin sowie zur Einleitung und Durchfihrung einer

Allgemeinanésthesie bei Schockpatienten.
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Ketamin ruft eine dissoziative Anasthesie hervor; der Patient scheint von seiner
Umgebung abgekoppelt zu sein, ohne dass ein normaler Schlafzustand eintritt.
Dabei kommt es zu einer ausgepragten Analgesie und Amnesie.

Unter der Annahme, dass der inhibitorische Effekt auf LPC durch Ketamin bzw.
S(+)-Ketamin konzentrationsabhangig ist, wurden bei den Versuchstieren der
verschiedenen  Gruppen (gleiche Plasmakonzentrationen des jeweiligen
Medikamentes angestrebt.

Hierzu haben wir den Kaninchen zehn Minuten vor der 30-mindtigen
Koronarokklusion eine 10 mg kg’ Bolusinjektion i.v. verabreicht, was zu einem
vergleichbaren Plasmaspiegel fuhrt wie nach Gabe einer Ublichen Dosis bei
Patienten (2 mg kg™).

Da die verschiedenen Isomere von Ketamin, wie oben beschrieben, jeweils
unterschiedliche anasthetische Potenzen aufweisen, wurden somit keine
aquianasthetischen Plasmaspiegel erreicht. Es ist moglich, dass der resultierende
Unterschied in der Narkosetiefe das Ausmald der myokardialen Ischamie beeinflusst
hat.

Ketamin wirkt sympathomimetisch. Dieser Effekt von Ketamin ist nicht nur zentral
vermittelt; peripher hemmt die Substanz die Katecholaminwiederaufnahme
(Reuptake) in die Prasynapse und fihrt so zu einer Zunahme der
Katecholaminkonzentration im synaptischen Spalt. Auch hier zeigt sich durch erhdhte
Verflugbarkeit von Katecholaminen eine starkere Potenz des S(+)-Ketamins.

Trotz des sympathomimetischen Effekts hat Ketamin auch eine direkte
myokarddepressive Wirkung. In vitro Untersuchungen legen nahe, dass Ketamin
dosisabhangig [76] eine direkte negativ inotrope und chronotrope Wirkung zeigt, die
bei Uberdosierung tiberwiegt und zu Blutdruckabféllen fiihrt. Durch eine Verringerung
der myokardialen Inotropie kdnnte es zu einer erhdhten Toleranz des Herzens gegen
die Folgen einer Isch&mie kommen.

Aufgrund der erhdhten Verfugbarkeit von Katecholaminen bewirkt S(+)-Ketamin
eine geringere kardiodepressive Wirking als das Razemat [77]. Auch diese Tatsache
konnte sich auf die InfarktgroRen ausgewirkt haben:

Es ist bekannt, dass a-Sympathomimetika {ber eine Erhohung des
Katecholaminspiegels im synaptischen Spalt IPC induzieren kdnnen. Vermittelt wird
dieser Prozess aufgrund einer mdoglichen Verbindung zwischen adrenergen

Rezeptoren und K+ATP-Kanélen [78]. Eher gegen diese Annahmen spricht
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allerdings die gemessene Hamodynamik: Die Gabe von razemischen bzw. S(+)-
Ketamin bewirkte zwar zunachst eine (gleichgrol3e) Abnahme von LVSD und HZV,
beide Parameter erholen sich jedoch vor der 30minitigen Ischamie wieder auf
Ausgangswerte. FDP und dP/dty.x als Hauptdeterminanten des myokardialen
Sauerstoffbedarfs waren Uber die gesamte Ischamieperiode in allen Gruppen
vergleichbar.

Hieraus folgt, dass Unterschiede der hamodynamischen Variablen
hochstwahrscheinlich nicht zu Unterschieden in Bezug auf die InfarktgroRe

beigetragen haben.

4.1.2 Beeinflussung durch den Reperfusionsschaden

Die Wiederertffnung eines zuvor verschlossenen Herzkranzgefalles, ein an sich
wegen der damit einhergehenden Wiederherstellung der Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung der Herzmuskelzellen erwinschter Vorgang, kann weitere
Schadigungsmechanismen aktivieren und dadurch das Ausmald eines Infarktes
erhéhen (Reperfusionsschaden). Die Zellen werden dadurch vor allem durch den
exzessiven Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration und der Bildung freier
Radikale geschadigt, was die Nekrotisierung von Muskel- und Endothelzellen
beschleunigt.

Es st bekannt, dass einige Anasthetika den Mechanismus des
Reperfusionsschadens unmittelbar beeinflussen [79; 80]. Die direkte Wirkung von
Ketamin auf den myokardialen Reperfusionsschaden wurde bislang nicht
ausreichend untersucht.

Postischamische endotheliale Ablagerungen von Neutrophilen im Koronarsystem
sind wesentlich an der Entstehung des Reperfusionsschadens beteiligt [81]. Szekely
et al. berichten in ihrer Studie an isolierten Meerschweinchenherzen von einer von
S(+)-Ketamin  hervorgerufenen  Abnahme  postisch&mischer  Ablagerungen
Neutrophiler im Koronarsystem, wahrend es durch R(-)-Ketamin zu einer Zunahme
der Ablagerungen kommt [82]. Dies hat eine Zunahme des Reperfusionsschadens
bei mit R(-)-Ketamin behandelten Tieren zur Folge. Die Verringerung des
Reperfusionsschadens konnte somit bei dem mit S(+)-Ketamin behandelten Tieren

zur Reduktion der Infarktgréf3e in vivo beigetragen haben.
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4.1.3 InfarktgroRenbestimmung und Dauer der Reperfu  sion

Die Bestimmung der InfarktgrofRe mittels der Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-
Farbung ist eine anerkannte und zuverlassige Methode zur Anfarbung von
Myokardinfarkten [83; 84].

In vitalem Myokard wird TTC zu einem roten Formazanfarbstoff reduziert. Hierbei
reagiert TTC mit membranstandigen Diaphorasen, die NADH und NADPH als Ko-
Faktoren benotigen. Bei frischen Infarkten fehlen diese Ko-Faktoren, so dass die
Reduzierung des TTC und somit die Bildung des roten Farbkomplexes verhindert
wird. Bei &lteren Infarkten spielt dartber hinaus das Fehlen der Diaphorasen und
Dehydrogenasen eine wichtige Rolle bei dieser Farbetechnik.

Mit Beginn der Reperfusion werden die Ko-Faktoren aus nekrotischen Zellen
ausgewaschen. Dadurch werden nur vitale Zellen, die noch intakte Zellmembranen
besitzen, rot gefarbt. Ist die Reperfusionszeit zu kurz, werden nicht alle Ko-Faktoren
aus den nekrotischen Zellen ausgespilt, so dass falschlicherweise zu Kkleine

Infarktgebiete bestimmt werden kénnten.
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4.2 Ergebnisinterpretation

Wie in der Einfihrung deutlich gemacht, gibt es eine ganze Reihe von Stimuli,

die in allen bisher untersuchten Saugetierarten sowie nach neuesten
Untersuchungen auch beim Menschen eine Kardioprotektion durch PC induzieren.
In der aktuellen Untersuchung fiihrte eine finfminttige Koronarokklusion 24 Stunden
vor der infarktinduzierenden Ischamie zu einer Abnahme der Infarktgréf3e von 44+3%
des Risikogebietes der Kontrollgruppe auf 22+3%. Ganz ahnliche Werte erzielte
unsere Arbeitsgruppe in einer vergleichbaren Studie durch EPC [65]. In der
letztgenannten Studie vermochte die einmalige Gabe von Ketamin kurz vor der EPC,
diesen protektiven Effekt aufzuheben. Es fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zu den Infarktgré3en der Kontrollgruppe ohne EPC.

An diese Ergebnisse anknupfend sollte in der vorliegenden Versuchsreihe nun
die Wirkung von razemischen bzw. von S(+)-Ketamin auf die klinisch bedeutsamere
LPC untersucht werden.

Obwohl der genaue Signaltransduktionsweg der LPC noch nicht vollstandig geklart
ist, ist die NO-Hypothese von Bolli et al. [4] mittlerweile allgemein akzeptiert.
Abbildung 6 zeigt eine vereinfachte Darstellung der heute postulierten LPC-
Transduktionskaskade.

Durch die kurze Ischamie bei der Prékonditionierung steigt die Bildung von NO
und von Sauerstoffradikalen [4; 42; 85]. Diese dienen ebenso wie z. B. die endogene
oder pharmakologische Aktivierung von Adenosinrezeptoren [9; 45; 46; 86] als
“Trigger” des LPC. Sie aktivieren eine komplexe Signaltransduktionskaskade,
innerhalb derer die Proteinkinase C (PKC) [87; 88], Tyrosinkinasen [89; 90] und
moglicherweise MAP-Kinasen [91] aktiviert werden.

Diese Enzymaktivierung fihrt zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-
KB, was zu einer erhdhten Transkription verschiedener kardioprotektiver Gene und
einer vermehrten Synthese verschiedener kardioprotektiver Proteine fihrt [92]. Dazu
gehoren die induzierbare NO-Synthase (INOS), die Cyclooxygenase 2 (COX-2) [93],
die Aldosereduktase und die Superoxiddismutase (SOD) [94].

Der nachste entscheidende Schritt in der Signaltransduktionskaskade ist das
Offnen von mitochondrialen K*arp-Kanélen [57; 95; 96]. Die genauen Mechanismen,
wie die genannten Mediatoren zu einer Offnung dieser Kanale fiihren, sind noch

nicht vollstandig aufgeklart. Besonders wichtig ist jedenfalls die vermehrte Bildung
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von NO in der der LPC folgenden prolongierten Ischamiephase aufgrund der
vermehrt vorliegenden iNOS [97].

Die Aktivierung dieser K*arp-Kandle fiihrt tiber einen ebenfalls noch nicht genau
bekannten Mechanismus zu der beobachteten Kardioprotektion [98; 113].

Eine einmalige Bolusinjektion von Ketamin reicht aus, die kardioprotektiven Effekte
der LPC im Kaninchenherzen in vivo zu blockieren.

Es werden verschiedene mdgliche Angriffspunkte fir Ketamin in dieser Kaskade
vermutet:

Zum einen wurde beschrieben, dass Ketamin die NO-Synthase in mit
Lipopolysaccharid behandelten Alveolarmakrophagen hemmt [99] und ihre Aktivitat
in menschlichen Leukozyten herabsetzt [100]. Des Weiteren hemmt Ketamin die
durch Endotoxine gesteigerte Bildung des Transkriptionsfaktors NF-kB [101].
AulRerdem konnte fir Ketamin ein konzentrationsabhéngig hemmender Effekt auf
K*atp-Kanale in isolierten Herzmuskelzellen gezeigt werden [102].

Der von Millenheim et al. hierbei fur die EPC bereits nachgewiesene
blockierende Effekt von Ketamin ist stereospezifisch. Die blockierende Wirkung wird
durch das R(-)-Enantiomer verursacht [65].

Unsere Ergebnisse zeigen nun, dass die Verabreichung von S(+)-Ketamin vor
der 30-minutigen Ischdmie die kardioprotektive Wirkung der LPC in vivo nicht
beeinflusst.

Da die Versuchsreihe keine signifikanten Differenzen beziglich
Korperkerntemperatur, hamodynamischen  Parametern oder Grof3e des
Risikogebietes aufweist, konnen die Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich

der Infarktgrof3e nicht von genannten Parametern herriihren.
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Abbildung 6: Signaltransduktionsweg der LPC
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Trotz dieser Erkenntisse ist es nicht mdglich, den genauen Mechanismus der
blockierenden Wirkung von Ketamin auf LPC zu beschreiben.

Es scheint jedenfalls unwahrscheinlich, dass der inhibitorische Effekt von
Ketamin auf die NO-Synthase und auf die NF-kB Aktivitdt zu der Blockierung der
LPC fuhrt, weil die genannten Proteine 24 Stunden nach der prakonditionierenden
Ischamie, also zur Zeit der Ketamingabe, bereits gebildet worden sind [103].

Ketamin greift also hochstwahrscheinlich in  spatere  Schritte  der
Signaltransduktionskette ein. In der Einfuhrung wurde bereits die Bedeutung ATP-
sensitiver Kaliumkanéle in der gemeinsamen Endstrecke der verschiedenen PC-
Formen angesprochen. Die K'arp-Kandle kommen im Herzen sowohl in
sarkolemmalen als auch in mitochondrialen Membranen vor und bestehen aus zwei
Hauptkomponenten [104]. Die eine Komponente ist eine einwartsgerichtete
Kaliumkanaleinheit, von denen jeweils vier eine Kanalpore bilden. Die zweite
Komponente wird durch Sulfonylharnstoffrezeptoren gebildet. Mullenheim et al. und
Bernado et al. haben die entscheidende Bedeutung der Offnung von mitochondrialen
und/oder sarkolemmalen K'arp-Kandlen bei der Vermittlung der LPC induzierten
Kardioprotektion gezeigt [96; 105].

In isolierten Zellen konnte eine Blockierung sarkolemmaler K*arp-Kanéle durch
Zugabe von Ketamin direkt nachgewiesen werden [106]. Die Beteiligung der K*atp-
Kanale an der Wirkung von Ketamin auf die LPC ist also sehr wahrscheinlich. Die
Stereoselektivitat dieser Wirkung lasst einen rezeptorvermittelten Mechanismus
vermuten. In einer weiteren Studie fanden Inagaki et al. heraus, dass das Offnen von
sarkolemmalen und/oder mitochondrialen Ké&nalen durch Liganden an den
Sulfonylharnstoffrezeptoren der Kaliumkanale selbige blockieren konnen [107]. Hier
scheinen vor allem die mitochondrialen Katp-Kanale von Bedeutung zu sein. Garlid et
al. konnten mit dem Kaliumkanal6ffner Diazoxide eine der PC a&hnliche
Myokardprotektion nachweisen, wobei sich zeigte, dass Diazoxide etwa 1.000 mal
sensitiver mitochondriale als sarkolemmale K*ap-Kanale 6ffnet [108].

Der Sulfonylharnstoffrezeptor kann als bisher einziger bekannter Rezeptor mit
blockierender Wirkung auf K'arp-Kanile somit als mdglicher Ubertrager der R(-)-
Ketamin vermittelten Effekte angenommen werden.

Diese Annahme deckt sich auch mit einer anderen Studie unserer
Arbeitsgruppe, in der die Blockierung des kardioprotektiven Effekts der EPC durch
Ketamin in isolierten Rattenherzen untersucht wurde [64]. EPC flhrte in dieser
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Studie zu einer verbesserten Erholung der Herzfunktion und zu einer reduzierten CK-
Freisetzung gegentber der Kontrollgruppe ohne EPC. Durch die Verabreichung von
Ketamin in klinisch relevanter Dosis wurden diese Effekte wieder aufgehoben. Hier
erfolgte die Blockade ebenfalls nur bei Verabreichung des R(-)-, nicht aber durch das
S(+)-Ketamin-Enantiomer.

Die Ergebnisse bzgl. der stereoselektiven Wirkung des Ketamins auf EPC
konnten wir auch fir Kaninchenherzen in vivo bestatigen [65]. Eine durch
funfminttige Okklusion einer Koronararterie hervorgerufene EPC eine Viertelstunde
vor der 30-minutigen Ischamie wurde durch Ketamin enantiomerspezifisch geblockt.

Die vorliegende Studie weitet die gefundenen Ergebnisse auf die Effekte von
Ketamin auf die klinisch bedeutsamere LPC aus.

Hierbei wurden nur die Auswirkungen auf die Infarktgroflen und die
Hamodynamik bei vorausgegangener Prakonditionierung untersucht, nicht aber evtl.
Auswirkungen von Ketamin auf die Infarktgrof3e alleine, das heil3t ohne
vorausgegangene LPC. Wir konnen jedoch ausschlieRen, dass Ketamin die
Kardioprotektion einfach nur durch einen proischamischen Effekt aufhebt, da bereits
gezeigt wurde, dass eine Applikation von 10 mg kg™ Ketamin vor einer Ischamie
ohne Prakonitionierung keinen Einfluss auf die resultierenden Infarktgrof3en hat [65].

Trotz der signifikanten Reduktion der Infarktgrof3e durch die LPC konnten wir
keine positiven Auswirkungen auf die Erholung der myokardialen Funktion zeigen.
So beobachteten wir in der zweistiindigen Reperfusionsphase keinen protektiven
Effekt durch LPC gegentber myokardialem Stunning wie sie von Bolli et al. nach
LPC beschrieben wurde [109]. Im Unterschied zu unserer Studie setzten Bolli et al.
die Herzen allerdings keiner langeren infarktinduzierenden Ischamie aus, sondern
erzielten die Dysfunktion durch mehrfache funfminitige Koronarokklusion und
anschlieBender vierminiatiger Reperfusion an drei aufeinanderfolgenden Tagen.

Wir gehen davon aus, dass sich die Auswirkungen der durch LPC verringerten
Infarktgrof3e auf die Erholung der myokardialen Funktion erst zu einem spéateren
Zeitpunkt manifestieren und somit aufR3erhalb unseres Untersuchungsfensters liegen.

Diese Annahme stitzt sich auf die Ergebnisse einer Studie von Cohen et al.
[110]. Diese préakonditionierten die Kaninchen ihrer Versuchsreihe durch eine
funfminitige Ischdmie gefolgt von einer infarktauslésenden 30-mindtigen
Koronarokklusion. Die Tiere wurden drei Tage lang nachbeobachtet, in denen

regelmallig der Verlauf der Wandverdickungsfraktion als zuverlassiges Mal3 der
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kontraktilen Funktion mittels Ultraschalldopplerkristallen gemessen und registriert
wurde. Cohen et al. stellten fest, dass eine bessere funktionelle Erholung des
Myokards entsprechend der Infarktgrof3enreduktion durch LPC erst ein bis drei Tage
spéater in Erscheinung tritt.

Dies beruhe darauf, dass sich das Myokard nach der Ischdmie im Stadium der
reversiblen kontraktilen Dysfunktion (Stunning) befand. Erst nach etwa 24 Stunden
bildete sich das Stunning zuriick und es konnten Unterschiede hinsichtlich der
Funktionserholung registriert werden. Sie fuhrten die verbesserte Funktionserholung
auf die durch LPC verkleinerten Infarktgebiete zuriick. Cohen et al. machten keine
Angaben zur globalen Herzfunktion wie Ventrikeldruck oder dP/dtax.

In der hier vorliegenden Studie konnten keine Unterschiede zwischen den
Gruppen hinsichtlich dieser Parameter beobachtet werden. Grund hierfir dirfte wie
gesagt das mit nur zwei Stunden Reperfusionszeit in unserer Studie zu kleine
Untersuchungsfenster fir den Nachweis unterschiedlicher  myokardialer
Funktionserholungen sein.

Nach wie vor beruhen die bisherigen Kenntnisse Uber die genauen
Reaktionswege der LPC auf Laborversuchen und die hundertprozentige
Ubertragbarkeit auf den Menschen wird man auch in naher Zukunft kaum fiihren
konnen. Dennoch konnten in den letzten Jahren zahlreiche in vitro- sowie klinische
Studien belegen, dass auch das menschliche Myokard vor einer prolongierten
Ischamie von einer isch&mischen und/oder pharmakologischen PC profitiert. Neben
den oben aufgefihrten neueren Studien konnten Kloner et al. schon 1995 bei
Myokardinfarktpatienten mit Prainfarktangina und ausreichend friher Reperfusion ein
signifikant h6heres HZV nach dem Infarkt nachweisen [111].

Unter diesen Gesichtspunkten ist es von grof3er praktischer Bedeutung, bei
entsprechend pradisponierten Patienten jene Medikamente zu vermeiden, die dieser
endogenen Kardioprotektion entgegenwirken und nach Mdglichkeit solche zu
bevorzugen, die die Kardioprotektion vielleicht sogar induzieren und verstarken. Dies
trifft insbesondere fir die perioperative Zeit zu, in der die Patienten besonders
anfallig fur myokardiale Ischamie und Infarzierung sind.

Die negativen hamodynamischen Auswirkungen und Auswirkungen auf die
InfarktgroRe durch Blockade der K'arp-Kanale haben zu der Annahme gefiihrt, dass
K*atp-Agonisten vielleicht zu einer verbesserten Kardioprotektion in der Herz-/GefaR-

und Neurochirurgie fuhren koénnten. Fir einige Inhalationsanasthetika sowie flr
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Opioide liegen ja bereits eindrucksvolle Ergebnisse bzgl. der Kardioprotektion vor,
die es in der Zukunft durch weitere Kklinische Studien zu untermauern gilt.

Ziel muss es sein, auch weitere Pharmaka oder auch Stoffwechselprozesse, die
PC unterstitzen bzw. blockieren zum Gegenstand zuklnftiger Untersuchungen zu
machen, um diesen starken endogenen Protektionmechanismus zur Einschrdnkung
des myokardialen Zelltodes verstarkt auszunutzen.

Eine aktuelle Studie unserer Arbeitsgruppe konnte bspw. zeigen, dass auch
akute und chronische Hyperglykdmien in den Transduktionsweg der LPC eingreifen.
Ebel et al. wiesen hierbei fur beide Hyperglykdmieformen eine Aufhebung des
kardioprotektiven Effektes durch LPC nach [112]. Hier liegt also ein weiterer

Ansatzpunkt fur weiterfuhrende klinische Studien.
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8. Zusammenfassung

Fur die frihe ischamische Prakonditionierung konnte bereits eine Aufhebung der
protektiven Effekte mittels Blockade von K'arp-Kandlen durch die Gabe razemischen
Ketamins gezeigt werden.

Wir untersuchten nun die Wirkung von razemischem und von S(+)-Ketamin auf die
spate ischamische Prakonditionierung (late preconditioning/LPC) in Kaninchenherzen in vivo.
Hierzu wurde 36 Kaninchen in einer ersten OP ein Koronarokkluder implantiert. Die
Kaninchen wurden vier verschiedenen Gruppen (je n=9) zugeteilt. Sieben bis 10 Tage spater
wurde am wachen Tier durch eine funfminitige Koronarokklusion eine spéate
Préakonditionierung induziert. Nach 24 Stunden wurden die Kaninchen dann einer 30-
mindtigen  Koronarokklusion mit anschlieBender zweistiindiger Reperfusionsphase
unterzogen.

Wahrend der infarktinduzierenden Ischamie wurden der linksventrikulare systolische
Druck  (LVSD, Katheterspitzenmanometer) und das  Herzzeitvolumen (CO,
Ultraschallflussmesskopf) bestimmt. AnschlieBend wurde die Infarktgrof3e durch
Triphenyltetrazoliumfarbung ermittelt. Kaninchen der Kontrollgruppe wurden nicht
prékonditioniert. Um den Effekt von razemischem bzw. S(+)-Ketamin auf die Kardioprotektion
durch LPC zu untersuchen, wurde je nach Versuchsgruppe eine der Substanzen in einer
Dosis von 10 mg kg™ zehn Minuten vor der halbstiindigen Ischamie verabreicht.

Die hamodynamischen Variablen im Versuchsverlauf unterschieden sich nicht
signifikant zwischen den Gruppen [Ausgangswerte: LVSD 94+3 mmHg (MWxSD), CO 243+9
ml/min; nach 25 min Koronarokklusion: LVSD 93+4% der Ausgangswerte, CO 84+4%; nach
2 h Reperfusion: LVSD 85+4%, CO: 83+4%]. Spate Prakonditionierung reduzierte die
InfarktgrofRe von 44+3% des Risikogebietes in der Kontrollgruppe auf 22+3% (P=0.002). Die
Verabreichung razemischen Ketamins hob diesen kardioprotektiven Effekt der spéaten
Prakonditionierung auf (44+4%, P=0.002 vs LPC). S(+)-Ketamin hingegen beeinflusste den
protektiven Effekt der LPC nicht (26£6%, P=0.88 vs LPC).

Fazit: Die durch spate ischamische Prakonditionierung hervorgerufene Kardioprotektion
wird durch razemisches Ketamin, nicht aber durch S(+)-Ketamin aufgehoben. Damit kann
davon ausgegangen werden, dass der Einfluss von Ketamin auf die spate ischamische
Préakonditionierung enantiomerspezifisch ist und somit der Gebrauch von S(+)-Ketamin bei
Patienten mit koronarer Herzerkrankung gegeniiber razemischem Ketamin maoglicherweise

vorzuziehen ist.

Gesehen und genehmigt Prof. Dr. Wolfgang Schlack
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