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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Uberblick

In den letzten beiden Jahrzehnten des 20. Jahrhunderts wurde eine Vielzahl
von Studien initiiert, die die Pathomechanismen, die zur myokardialen
Schadigung in Ischamie und Reperfusion flhren, untersuchten. Ziel dieser
Arbeiten war es, durch das bessere Verstandnis der Pathophysiologie auf
zellularer Ebene mdglicherweise neue therapeutische Strategien im Rah-
men der Herzinfarkttherapie, aber auch der Kardiochirurgie zu entwickeln.
Patienten, die einen Myokardinfarkt erleiden, werden heutzutage entweder
thrombolytisch oder primar angioplastisch behandelt (Allen und Xiao, 2002).
Allerdings mussen diese Verfahren frihzeitig nach Eintreten des Infarkts
einsetzen, um eine optimale Wirkung zu entfalten (Zijlstra et al., 2002).

Bei einer kurz andauernden Ischamie ist der Ischamie-Reperfusions-
Schaden noch reversibel. Studien an isolierten Herzen verschiedener Spe-
zies konnten deutlich zeigen, dass die Schadigung des Myokards nach lan-
ger dauernder Ischamie und Reperfusion nur unvollstandig reversibel ist. Es
konnte gezeigt werden, dass wiederholte kurze Ischamien (,Preconditio-
ning“) des Herzens die Erholung der Funktionalitat nach langerer Ischamie
verbesserten (Murry et al., 1986). Dartiber hinaus konnte ein kardioprotekti-
ver Effekt im Rahmen von Ischamie-Reperfusions-Studien auch fir die Inhi-
bition des Natrium-Protonen-Austauschers am Herzen (NHE-1) nachgewie-

sen werden (Menown und Adgey, 2001).

1.2. Regulation des intrazellularen pH in Ischamie und Reper-

fusion

Die Aufrechterhaltung eines physiologischen intrazellularen pH (pHi) ge-
wahrleistet zum einen die intrazellulare Protonenpufferung durch zytoplas-
matische Proteine und das CO,-HCO3-System (Roos und Boron, 1981),
zum anderen sind sarkolemmale Transportproteine (Sun et al., 1996) von
entscheidender Bedeutung zur Aufrechterhaltung und Wiederherstellung
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eines physiologischen pH; nach intrazellularer Azidose oder Alkalose. Der
Na*-H*-Transporter (NHE-1) und der Na*-HCOg3-Transporter (NBC) sind flr
den Efflux von Protonen von entscheidender Bedeutung; der CI'-HCO3™ und
der CI'-OH"-Austauscher vermitteln indirekt die Aufnahme von Saureaquiva-
lenten in die Zelle durch Auswartstransport von Basen (Leem et al., 1999,
Lagadic-Gossmann et al., 1992). AuBerdem wird das durch eine in Ischamie
hohe Glykolyseaktivitdt gebildete Laktat durch den Monokarboxylat-
Protonen-Transporter (MCT) aus der Zelle transportiert (Poole und Ha-
lestrap, 1993). Auch ein transmembranarer K*-H*-Austauscher wurde am
Myokard des Meerschweinchens identifiziert (Nagashima et al., 1999). Die
Aktivitat der Transportproteine ist abhangig vom intrazellularen pH (Leem et
al., 1999). Wahrend die Aktivitat von NHE-1 bei einem pH; von 7,2 oder
mehr sehr gering ist, erreicht sie bei einem pH; von 6,5 oder weniger ihr
Maximum (Kaila und Vaughan-Jones, 1987).

Insgesamt sind in der Literatur bis heute 7 verschiedene Subtypen des Nat-
rium-Protonen-Austauschers identifiziert (NHE 1-7). NHE-6 und NHE-7 sind
an Endosomen und dem Golgiapparat lokalisiert, wahrend die anderen Sub-
typen NHE-1 bis -5 zellmembranstandig sind (Masereel et al., 2003). Im
Herzen ist der NHE-1 das dominierende Transportprotein (Orlowski et al.,
1992). Der NHE-1 arbeitet mit einer 1:1 Stéchiometrie, das heiBt, dass fr
jedes Proton ein Natrium in die Zelle aufgenommen wird, das abgegeben
wird (Pieske und Houser, 2003). Im Rahmen einer myokardialen Ischamie
steigt die intrazellulare Protonenkonzentration an. Der Stéchiometrie des
NHE-1 folgend konnte in verschiedenen Untersuchungen eine Steigerung
der intrazellularen Natriumkonzentration in Ischamie (Xiao and Allen, 1999;
Hartmann und Decking, 1999) gezeigt werden.

Die Inhibition des NHE-1 fUhrt zu einer signifikanten Reduktion der intrazel-
lularen Natriumakkumulation in Ischamie. NHE-1 ist somit wesentlich an der
intrazellularen lonenhomdostase in Ischamie und Reperfusion beteiligt (Ma-
sereel et al., 2003; Wakabayashi et al., 1997; Orlowski et al., 1992). Kon-
sequenterweise ware auf Grund der Stéchiometrie des Transporters bei
NHE-Blockade eine verminderte Protonenextrusion zu erwarten mit ent-
sprechend starkerem pH; Abfall in Ischamie. Interessanterweise konnte die-
ser Effekt unter Verwendung von bikarbonathaltigen Perfusionsmedien bis-
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her nur in einzelnen Arbeiten nachgewiesen werden (Ten Hove et al., 2005
(Cariporide); Bauza et al., 1995 (EIPA)), wahrend in den meisten Untersu-
chungen ein signifikanter Unterschied im intrazellularen pH-Abfall unter In-
hibition von NHE-1 in Ischamie fehlte (Knight et al., 2001; Stromer et al.,
2000; Hartmann und Decking, 1999; Rehring et al., 1998; Myers et al.,
1995; Murphy et al., 1991).

Daten hierzu unter Verwendung des selektiven NHE-1-Inhibitors Eniporide
liegen in der Literatur bisher nicht vor.

1.3. Kardioprotektion durch Inhibition des Na*-H*-Austauschers

In vielen -vor allem tierexperimentellen Untersuchungen- konnte gezeigt
werden, dass die Inhibition des Na*-H*-Austauschers (NHE) am Herzen
durch verschiedene Substanzen (Cariporide, Zoniporide) in Ischdmie und
Reperfusion einen kardioprotektiven Effekt hat (Ten Hove, 2005; Avkiran
und Marber, 2002; Avkiran, 2001; Knight et al., 2001; Yoshida und Karma-
zyn, 2000; Rupprecht et al., 2000; Hartmann und Decking, 1999; Humpreys
et al., 1999). AuBerdem konnte in verschiedenen Untersuchungen nachge-
wiesen werden, dass die NHE-Inhibition der Entwicklung einer myokardialen
Hypertrophie und Herzinsuffizienz entgegenwirkt (Aker et al., 2004; Chen et
al., 2004; Loennechen et al., 2002; Kusumoto et al., 2001).

Ein wesentlicher pathophysiologischer Erklarungsansatz ist, dass es als
Folge der intrazelluldaren Natriumakkumulation in Ischamie zu einer Ver-
langsamung der Aktivitit des Na*-Ca®**-Austauschers (NCX) beziehungs-
weise zu einer Umkehr des Transportes kommt. Zwar ist der NCX im Rah-
men der physiologischen Depolarisation bereits am Kalzium-Influx beteiligt,
jedoch dauert dieser entsprechend der physiologischen Erregungsleitung im
gesunden Myokard nur kurz an, bevor der NCX Kalzium aus der Zelle
transportiert. In Ischdmie kommt es durch zwei wesentliche Faktoren zu
einer Umkehr des NCX. Einerseits vermindert die in Ischamie zunehmende
Depolarisation die elektrische Triebkraft des elektrogenen NCX, anderer-

seits fihrt der Anstieg des intrazellularen Natriums zu einer Verringerung
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des Natriumgradienten. Kalzium wird in der Folge in die Zelle transportiert
und Natrium aus der Zelle entfernt.

Eine Uberladung der Zelle mit Ca®* entsteht. Es entwickelt sich eine Hyper-
kontraktur und die Schadigung des Myokards in Reperfusion wird verstarkt
(Pierce und Czubert, 1995; Tani, 1990).

Die verflgbaren Daten beziglich der kardioprotektiven Wirkung von Enipo-
ride, einem selektiven NHE-1-Inhibitor sind kontrovers. Gumina und Mitar-
beiter konnten in Versuchen an Hunden sowohl eine Limitierung der Infarkt-
gréBe (Gumina et al., 1998) als auch eine verbesserte endotheliale Funkti-
onserhaltung nach Ischamie und Reperfusion (Gumina et al., 2001) unter
NHE-1 Inhibition durch Eniporide feststellen. Cox und Mitarbeiter zeigten,
dass die Inhibition des NHE-1 durch Eniporide die Entstehung eines myo-
kardialen Odems unmittelbar nach kardiopulmonaler Bypass-Operation mit
zweistiindiger Kardioplegie bei Hunden verringert und die kardiale Funktion
verbessert (Cox et al., 2003 und 2002). Stowe und Kollegen konnten einen
protektiven Effekt der NHE-1 Inhibition durch Eniporide im Rahmen einer 6-
stiindigen Kaltlagerung und Kardioplegie am Meerschweinchenherzen
nachweisen (Stowe et al., 2002). Andererseits fehlten die zu erwartenden
positiven Effekte auf die kardiale Funktionsfahigkeit sowohl in einer groBen
klinischen Studie (Zeymer et al., 2001) als auch in einer Versuchsreihe am
kardioplegen Schweineherzen (Klass et al., 2004).

Neben dem NHE-1 spielt der Na*-HCOjs-Kotransporter eine wesentliche
Rolle bei der Aufrechterhaltung der lonenhomdostase. So wurde die Bedeu-
tung des Na"™-HCOgs-Kotransportes in Ischamie sowohl an isolierten Herz-
muskelzellen (Schafer et al., 2000) als auch an isoliert perfundierten Herzen
untersucht. In Untersuchungen an isoliert perfundierten Herzen flhrte die
Blockierung des Transportproteins zu keiner kardioprotektiven Wirkung, al-
lerdings zeigte sich eine verstarkte kardioprotektive Potenz bei gleichzeiti-
ger Inhibition des NHE-1 und des NBC (Bauza, 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mdgliche kardioprotektive Wirkung
von Eniporide zum einen durch Aufzeichnung des linksventrikular entwickel-
ten Druckes, zum anderen durch die Analyse der energiereichen Phosphate
mittels 3'P-NMR-Spektroskopie unter bikarbonathaltiger und bikarbonatfrei-

er Perfusion untersucht.
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1.4. Fragestellung dieser Arbeit

Zunachst sollte in dieser Arbeit der Nachweis erbracht werden, dass Enipo-
ride (Merck®) den Na*-H*-Austauscher in Ischamie und Reperfusion am
isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen wirksam inhibiert. Dazu wur-
de einerseits die Wirkung von Eniporide auf den intrazellularen pH unter
Verwendung der NH4Cl-Prepulse-Technik untersucht. Andererseits wurde
die *Na-NMR-Spektroskopie eingesetzt, um die intrazellulare Natriumak-
kumulation in Ischamie zu analysieren und den Effekt von Eniporide hierauf
zu belegen.

Dartber hinaus sollten die verschiedenen gewéhlten Versuchsreihen einen
Beitrag zum besseren Verstandnis der Regulation des intrazellularen pH in
Ischamie und Reperfusion leisten. Hierzu wurden in dieser Arbeit verschie-
dene Modelle eingesetzt, in denen unter selektiver Inhibition des NHE-1
durch Eniporide (Merck®) die Bedeutung anderer Protonenaustauschsys-
teme untersucht werden konnte.

Zur Unterdrickung der HCOj-abhangigen Transportproteine wurde eine
bikarbonatfreie Perfusion mit HEPES-Puffer verwendet.

Die Bedeutung des Monocarboxylat-H*-Transporters, der Laktat und Proto-
nen aus der Zelle entfernt (Dennis et al., 1991) ist in vivo am isoliert perfun-
dierten Meerschweinchenherzen bisher nicht ausreichend untersucht. Seine
Bedeutung flr die Regulation des pH; in Ischdmie und Reperfusion ist
wenig verstanden. In diesen Versuchen wurde eine substratfreie praischa-
mische Perfusion durchgeflhrt, um so die Laktatbildung in Ischdmie durch
anaerobe Glykolyse durch vorherige Glykogendepletion zu reduzieren.
Sowohl zur Bestimmung des intrazellularen pH als auch zur Analyse der
energiereichen Phosphate in vivo in Ischamie und Reperfusion wurde die
¥P-NMR-Spektroskopie eingesetzt. So sollte versucht werden, ein besseres
Verstandnis fir die zum Teil sehr divergierenden Ergebnisse in der Literatur
zu erhalten. DarlUberhinaus sollten die Auswirkung der lonenhomdostase
auf den pH sowie die kardioprotektiven Eigenschaften von Eniporide in die-

sem Zusammenhang naher untersucht werden.



Material und Methoden 6

2. Material und Methoden

2.1. Praparation

FUr die Arbeit wurden in getrennten Versuchsreihen Meerschweinchen mit
einem mittleren Gewicht von 390 g verwendet. Bei den Meerschweinchen
erfolgte die Tétung durch zervikale Dislokation. AnschlieBend wurde die A.
carotis links erdffnet. Es folgten die Eréffnung des Abdomens und eine Tho-
rakotomie. Unter kontinuierlicher Kihlung mit physiologischer Kochsalzl6-
sung wurde das Herz freiprapariert und unter Mitnahme des Perikards und
der Aorta ascendens entnommen. Das Herz wurde in gekihlte physiologi-
sche Kochsalzlésung hinein gegeben und dort vorsichtig mehrfach durch-
spult. Die Aorta wurde kandtliert und ligiert und es wurde umgehend mit der
retrograden Perfusion in Langendorff-Technik (Langendorff, 1895) begon-
nen. Hierdurch kommt es zu einem Schluss der Aortenklappe, in deren Fol-
ge das Perfusat Uber die Koronararterien flieBen muss, bevor es tber den

Sinus coronarius und die Koronarvenen das Herz verlasst.

Nun wurden das Perikard sowie nach der Praparation noch vorhandene
Lungengewebsreste entfernt. Der linke Vorhof wurde eréffnet und ein luft-
blasenfrei mit Wasser geflillter Latexballon in den linken Ventrikel einge-
fihrt. Dessen Form und GrdéBe war dem Volumen der Meerschweinchen-
herzen angepasst. Der Ballon war mit einem Druckaufnehmer verbunden.
Es wurde ein enddiastolischer Druck von 10 mmHg eingestellt.

2.2. Das Herzmodell

Zur Durchfuhrung der Experimente wurde ein etabliertes Herzmodell (De-
cking et al., 1998; Hartmann et al., 1998) verwendet, das es ermdglichte,
am schlagenden Herzen 3'Phosphor- und ?*Natrium- Kernresonanzspektro-
skopie durchzufiihren. Hierzu musste das Perfusionssystem in einem 9,4
Tesla-NMR-Magneten (Bruker AMX 400) mit 49 mm Innendurchmesser un-
tergebracht werden. Das Herz selbst war im Anschluss an die Praparation
in ein NMR-Réhrchen mit einem AuBendurchmesser von 20 mm einge-
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bracht und so fixiert worden, das es im optimalen Messbereich des Magne-
ten hing.

Der zur Perfusion des Herzens verwendete oxygenierte Puffer wurde aus
einer Glasflasche Uber ein Schlauchsystem zunachst in eine Blasenfalle
geleitet. Von dort fihrte das Schlauchsystem zum Herzen. Es wurden gas-
dichte Schlauche verwendet (Tygon R3603 und Viton, USA), die gerade
lang genug waren, damit das Herz im NMR-Geréat platziert werden konnte.
Die Perfusion erfolgte unmittelbar nach der Praparation druckkonstant, wo-
bei der Druck durch eine Wassersaule, die an den Vorratsbehalter ange-
schlossen wurde, eingestellt werden konnte. In der eigentlichen Versuchs-
phase wurde das Herz flusskonstant mittels einer Rollenpumpe (Masterflex)
perfundiert. Der sich nun einstellende Perfusionsdruck wurde aufgezeich-
net.

Alle Versuche wurden bei einer Temperatur von 37" Celsius durchgeftihrt.
Zur Gewahrleistung dieser Temperatur wurde die den Puffer enthaltende
Glasflasche in ein auf 37° Celsius beheiztes Wasserbad gestellt. Das ge-
samte Schlauchsystem war dariber hinaus von temperierten Silikonschlau-
chen sowie einem 1 cm dicken Schaumstoffschlauch zur Wéarmeisolierung
umgeben. Der Bereich des Magneten, in dem die Messungen erfolgten, war
mittels eines Heizstabes, der in die Spule eingeflihrt wurde, ebenfalls auf
37 Celsius erwarmt.

Das koronarvendse Effluat wurde kontinuierlich durch eine Rollerpumpe
abgesaugt, so dass das Herz wahrend der Messungen von einem konstan-
ten Volumen umgeben war.

Der koronare Perfusionsdruck wurde mittels eines Druckaufnehmers regist-
riert, der an die aortale Perfusionskantile angeschlossen war. Mittels eines
Ultraschall-Flowmeters (Transonics), welches in das zur Aortenkanule fih-
rende Schlauchsystem integriert war, wurde der Fluss (ml/min) gemessen,
der bei geschlossener Aortenklappe dem koronaren Fluss entspricht. Zur
Herzfrequenzstimulation wurden zwei KCI-Agar-Elektroden (3 M) verwen-
det, von denen eine vorsichtig tangential in den linken Ventrikel gestochen
wurde. Die zweite Elektrode hing frei etwa 1 cm oberhalb des Herzens im

salinen Effluat.
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Meerschweinchenherzen wurden mit einer Frequenz von 300 min™' elekt-
risch gereizt.

Die Aufzeichnung des Perfusionsdruckes (mmHg), der Flussrate (ml/min)
sowie des wie oben beschrieben bestimmten linksventrikularen Druckes
(mmHg) erfolgte mit einem Thermoschreiber (TA4000, Gould). Dieser
zeichnete zusatzlich die aus dem entwickelten Druck abgeleitete Herzfre-
quenz (1/min) auf.

Die Applikation der in den Versuchen verwendeten Substanzen erfolgte als
seitensténdige Infusion mittels Perfusorpumpen (Precidor, Infors AG, Ba-

sel).

NMR-Magnet Perfusionsapparatur

Flussmesskopf

% % Infusionspumpe

Rollerpumpe

Thermostat

Steigrohr  Glasflasche
mit

Gaszufuhr

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Versuchsanlage
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2.3. Perfusion

2.3.1. Perfusionsmedien

FUr die Versuche wurden in getrennten Versuchsreihen insgesamt 3 ver-

schiedene Perfusionsmedien verwandt. Im Einzelnen waren dies ein modifi-

zierter Krebs-Henseleit-Puffer (Krebs-Henseleit,1932), dem in einer weite-

ren Versuchsreihe das Substrat entzogen war, sowie ein modifizierter He-

pes-Puffer (nach Nakanishi et al., 1992). Die genaue Zusammensetzung

der Puffermedien ist in Tabelle 1 zusammengefasst.

Modifizierter Substratfreier Modifizierter
Krebs-Henseleit Puffer | Krebs-Henseleit Puffer Hepes-Puffer
KCI 4,6 mM | KCI 4,6 mM | KCI 4,6 mM
MgSO, 1,1 mM|MgSQOq 1,1 mM|MgSO,4 1,1 mM
NaHCO; 24,9 mM |[NaHCO3 24,9 mM | Hepes 5,0 mM
KH,PO4 1,2 mM | KH,POy4 1,2 mM | KH2PO,4 1,2 mM
CaCl, 2,5 mM|CaCl, 2,5 mM|CaCl; 2,5mM
Glucose 8,3 mM Glucose 8,3 mM
Pyruvat 2,0 mM Pyruvat 2,0 mM

Tabelle 1 : Zusammensetzung der Puffermedien’

Beide Krebs-Henseleit-Puffer wurden mit einem Gasgemisch aus 95% Sau-

erstoff und 5% Kohlendioxid begast. Der Hepes-Puffer wurde mit reinem

Sauerstoff begast. Die Puffer wurden anschlieBend auf 37° Celsius erwarmt.

Der pH der Pufferlésungen betrug 7,4 in allen Experimenten.

" Ausgleichende Verénderungen des Krebs-Henseleit-Puffers in den Versuchen zur Na-
triummessung sind dort beschrieben (siehe Kapitel 2.5.2.)
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2.3.2. Der Hemmer des Na*-H*-Austauschers Eniporide:

Der in den Versuchen eingesetzte Inhibitor des Natrium-Protonen-

Austauschers EMD 96785,
Eniporide, wurde freundlicher- @
weise von der Firma Merck \ N

KGaA, Deutschland, zur Ver-

(0]
fligung gestellt. \\S : N\
/ Y
Der chemische Name ist 2- \\o 5

Methyl-5-(methylsulfonyl)-4- )
pyrrolobenzoyl)-guanidine. Abbildung 2: Chemische Struktur von Eniporide
Das Salz wurde zur Herstellung einer 1 mM Stammldsung in DMSO geldst.
In den jeweiligen Versuchen konnte dann durch Regulation der Infusionsra-
te einer seitenstandigen Infusion die gewlinschte Konzentration eingestellt

werden.

2.4. Allgemeiner Versuchsablauf

Die wie oben beschrieben praparierten Herzen wurden in den Magneten
eingebracht. Vor der eigentlichen Experimentalphase gab es eine Ein-
schlagphase, die etwa 30-40 Minuten dauerte und der Stabilisierung der
kardialen Funktion diente. Am Ende hatten sowohl der Fluss als auch der
linksventrikular entwickelte Druck ein konstantes Niveau erreicht. Wahrend
dieser Zeit wurden die Herzen druckkonstant mit einem mittleren Druck von
70 mmHg perfundiert. Nach der Einschlagphase erfolgte die Umstellung auf
einen konstanten FluB. Dieser entsprach dem am Ende der Einschlagperio-
de erreichten FluB und betrug im Mittel 14+2 ml/min.

Zwar entspricht die druckkonstante Perfusion des Langendorff-Herzens
eher den physiologischen Bedingungen, jedoch ermdéglicht die fluss-
konstante Perfusion die genauere Applikation von pharmakologischen Sub-
stanzen (Dérring et al., 1990).
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Zu Beginn der Experimentalphase wurden in allen Versuchen Referenz-
spektren unter Kontrollbedingungen aufgenommen. Erst danach wurden die

Bedingungen den Versuchsreihen entsprechend verandert.

2.5. Versuchsreihen
2.5.1. NH;-Prepulse-Versuche

In dieser Versuchsreihe wurde die Auswirkung von Eniporide auf den Aus-
gleich einer intrazellularen Azidose untersucht. Hierzu wurde die NH4CI-
Prepulse-Technik angewandt (Thomas, 1984). Durch eine 15 Minuten an-
dauernde NH4Cl-Infusion in einer Konzentration von 10 mM kommt es zu
einer intrazellularen Akkumulation von NH3; und NH,4*CI". Beendet man die
Infusion, diffundiert NH3 sehr schnell aus der Zelle hinaus, Protonen bleiben
in der Zelle. Der so entstandene intrazellulare Protonenlberschuss kann
durch die der Zelle zur Verfigung stehenden pH;-Regulationsmechanismen
nicht umgehend ausgeglichen werden. Es entwickelt sich eine intrazellulare
Azidose.

Die Perfusion erfolgte mit dem oben beschriebenen modifizierten Krebs-
Henseleit-Puffer. Alle Versuche begannen mit einer Kontrollphase. Die Her-
zen wurden zunachst fir 15 Minuten perfundiert. Im Anschluss daran wurde
eine 1 molare NH4CI-Lésung seitensténdig in einem Konzentrationsverhalt-
nis von 1/100 fir 15 Minuten infundiert. Auf diese Weise konnte eine wirk-
same Endkonzentration von 10 mM erzielt werden. Es folgte eine 15-
minGtige Auswaschphase, die die Kontrollphase beendete. Danach begann
die Experimentalphase mit der Applikation des NHE-Inhibitors Eniporide fur
7 Minuten, bevor zuséatzlich NH4CI infundiert wurde. Die NH4Cl-Infusion
wurde nach 15 Minuten gestoppt, die Eniporidegabe wurde fir 15 Minuten
fortgesetzt, um die Auswirkungen des NHE-Inhibitors auf den Ausgleich der
intrazellularen Azidose zu untersuchen. Im weiteren Verlauf wurde die Eni-
poride-Konzentration zweimal gesteigert, so dass in einem Versuch 3 ver-
schiedene Eniporide-Konzentrationen getestet werden konnten. In ver-
schiedenen Versuchsreihen wurde so eine Dosis-Wirkungs-Beziehung fir
Eniporide mit Konzentrationen von 10 nM, 100 nM, 1uM und 10 uM erstellt.
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Zur Erfassung der pH-Verdnderung wurde die *'Phosphor-NMR-
Spektroskopie (s. unten) eingesetzt. Das erste Spektrum in der Kontrollpha-
se dauerte 6 Minuten. Danach wurden die Spektren Uber einen Zeitraum
von 3 Minuten aufgenommen. Die H6he des pH-Abfalls umittelbar nach Be-
endigung der Infusion mit NH4Cl diente als MaB fir die Wirksamkeit der
Blockade des Natrium-Protonen-Austauschers Eniporide.

2.5.2. Bestimmung der intrazellularen Natriumkonzentration

Im Rahmen der Untersuchungen galt es, die Wirksamkeit von Eniporide
weiter zu studieren. Dazu wurde die Auswirkung von Eniporide auf die intra-
zellulare Natriumkonzentration in Ischamie untersucht. Zur Messung der
Natriumkonzentration wurde die ?*Natrium-NMR-Spektroskopie (s. unten)
eingesetzt. Zur Differenzierung zwischen intra- und extrazelluldrem Natrium
wurde neben einer speziellen Aufnahmetechnik, dem Triple- Quantum-
Filter, ein sogenanntes Shift-Reagenz eingesetzt (Pike et al., 1990; Navon
et al., 1994; Ren et al., 1997). Ein Shift-Reagenz verandert in dem von ihm
erfassten Raum durch molekulare Wechselwirkungen die Resonanz-
Frequenz z.B. der Na'-lonen. In unseren Versuchen verwendeten wir das
extrazellulare Shift-Reagenz Tm(DOTP)> [Thulium 1,4,7,10-
tetraazacclododecane-1,4,7,10-tetrakis (methylene phospate)] in einer Kon-
zentration von 4 mM. Da es sich bei dieser Substanz um ein Natriumsalz
handelt, welches auch Kalzium bindet, wurden die Natriumkonzentration
und Kalziumkonzentration des Krebs-Henseleit-Puffers wie bei Navon et al.
(1994) beschrieben angepasst. In bisherigen Versuchsanordnungen befand
sich das Herz in einem Reagenzglas, in das kontinuierlich das koronarve-
nése Effluat abgegeben wurde und das Herz umspllte. Da das extrazellula-
re Effluat viel Natrium enthalt, beeinflusst es trotz Shift-Reagenz ganz ent-
scheidend die Qualitat der Erfassung des intrazellularen Natriums mittels
»Na-NMR-Spektroskopie. Zur Reduktion der extrakardialen natriumhaltigen
Flissigkeit wurde das Herz in einen ausreichend groBen Ballon aus nicht
permeablem Material platziert und das anfallende koronarvendse Effluat

kontinuierlich oberhalb des Herzens aus dem Ballon abgesaugt. Ballon mit
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Herz wurden in ein mit Aqua dest. geflilltes Reagenzglas getaucht, welches
auf 37° C erwarmt war (,Handschuhtechnik®).

Nach einer ausreichenden Einschlagphase wurde fir 20 Minuten mit
Tm(DOTP) * perfundiert. AnschlieBend wurde der Zufluss zum Herzen voll-
stéandig unterbrochen, und es wurde die intrazellulare Natriumkonzentration
wahrend einer 60-mindtigen Ischamie untersucht. In der Experimentalgrup-
pe wurde 10 Minuten vor Beginn der totalen Ischamie Eniporide seitenstan-
dig in einer Konzentration von 1uM infundiert.

Es wurden im Wechsel ?®Na-NMR-Single-Quantum und Triple-Quantum
Spektren aufgezeichnet. Auf den Grund des Einsatzes dieser speziellen
Aufnahmetechnik wird in Kapitel 2.6.1 naher eingegangen. Die Dauer der
Spektren betrug jeweils 2 Minuten.

2.5.3. pH-Messungen und Kardioprotektion

In dieser Versuchsreihe wurden die Auswirkung von Eniporide auf den in-
trazellularen pH sowie eine mdgliche Kardioprotektion in Ischamie und Re-
perfusion unter Verwendung verschiedener Perfusionsmedien untersucht. In

Abbildung 3 wird der allgemeine Versuchsablauf schematisch dargestellt.

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

Perfusion Ischamie Reperfusion

Zeit

Es wurden drei verschiedene Pufferlésungen eingesetzt: Krebs-Henseleit-
Puffer, substratfreier Krebs-Henseleit-Puffer und Hepes-Puffer.
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Zur Bestimmung des intrazelluldren pH wurde die *'Phosphor-NMR-
Spektroskopie eingesetzt. Die Aufnahmezeit der Spektren betrug 3 Minuten.
An die Aufzeichnung von 2 Referenzspekiren im Anschluss an die Ein-
schlagphase folgte eine 12-minutige Kontrollphase bzw. Eniporidegabe.

In den Versuchen mit substratfreiem Krebs-Henseleit- und Hepes-Puffer
folgte nun eine Ischamie fir 30 Minuten. Die Ischamie in den Versuchen mit
normalem Krebs-Henseleit Puffer dauerte 36 Minuten, da es in Vorversu-
chen nach 30 Minuten zu einer vollstandigen Funktionserholung auch in der
Kontrollgruppe kam und daher keine Aussage Uber eine mdgliche Kardi-
oprotektion unter Eniporide mdéglich gewesen wére.

Alle  Versuche endeten mit einer 30-mindtigen  Reperfusion.

2.6. Kernresonanzspektroskopie

Die in den verschiedenen Versuchsreihen aufgenommenen Spektren wur-
den mit einem gepulsten Kernresonanzspektrometer AMX 400 WB (Bruker,
Deutschland) in einem 9,4 Tesla supraleitenden Magneten (Spectrospin,
Switzerland) aufgenommen. Die Einstellung eines mdglichst homogenen
Magnetfeldes erfolgte Uber die Variation des Stroms in den Shim-Spulen
und Optimierung des ,freien Induktionsabfall“ (FID, free induction decay) der
Wasserstoffprotonen. Dabei wurde eine Breite des Protonenresonanzpeaks

in halber Signalhéhe von 23+9 Hz erreicht.

2.6.1. 3'Phosphor-NMR-Spektroskopie

Es wurde ein beheizbarer 20 mm *'P-Probenkopf (Bruker) verwendet. Die
Temperatur wurde mit einem Bruker Eurotherm K Temperatur Controller in
allen Versuchen auf 37,0+0,3°C eingestellt. Jedes Spektrum war das Er-
gebnis von 64 Einzelscans. Die Pulsdauer betrug 58 us, was einem Auslen-
kungswinkel von 70° entsprach. Es wurden 2048 Einzeldatenpunkte Gber

einen Spektralbereich von 35 ppm erhoben.

Die Spektren wurden am PC mittels des Programmes WinNMR ausgewer-
tet. Dabei wurden folgende Arbeitsschritte durch das Programm automa-
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tisch ausgefihrt: Fouriertransformation, exponentielle Multiplikation (10 Hz
Linienverbreiterung), Basislinienkorrektur und Phasierung. Durch diesen
Prozess ergibt sich ein Spektrum, in dem die Phosphatmolekiile als Peaks
im Bereich der jeweiligen spezifischen Resonanzfrequenzen erscheinen

(siehe Abbildung 4).
PCr

ppm
Abbildung 4: Reprasentatives Phosphorspektrum. P./P; = extra/intrazellulares anorgani-
sches Phosphat, PCr = Kreatinphosphat und die drei Phosphatpeaks des ATP (a-, B-, y-
ATP).

Als MaB fur die freie Konzentration der entsprechenden Phosphatverbin-
dungen kann das Peakintegral gelten. Dieses Integral wurde durch eine
manuell gesteuerte Integration der unter der Kurve liegenden Flachen ab-
geschatzt. Die Veranderung des Peakintegrals innerhalb eines Versuches
ist proportional zur Anderung der Konzentration der zu untersuchenden
Phosphatverbindung. Da teilrelaxierte Spektren keinen RuckschluB3 auf die
eigentliche Konzentration erlauben, da hierbei gleichen Flachen durchaus
unterschiedliche Konzentrationen zugrunde liegen kdnnen, wurden die je-
weiligen Flachen in Relation zu den zu Beginn der Versuche aufgezeichne-
ten vollrelaxierten Spektren gesetzt. Die relativen Anderungen der Flachen
ermdéglichten somit die Berechnung der zytosolischen ATP-, Krea-
tinphosphat- und anorganischen Phosphatkonzentration. Zu Beginn der Ex-

perimente wurde eine freie ATP-Konzentration von 6,93 mM angenommen.
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Zur Berechnung des intrazellularen pH-Wertes wurde die chemische Ver-
schiebung (,0) des intrazellularen anorganischen Phosphatpeaks zum

Kreatinphosphatpeak genutzt.

Nach Petroff et al. berechnet sich der pH-Wert dann aus folgender Glei-
chung:

(1) pH = 6,78 + log [(5 - 3,29) / (5,68 - J)]

2.6.2. ZNatrium-NMR-Spektroskopie

In den Versuchen zur Natriummessung wurde ein speziell angefertigter 20
mm Probenkopf (Fraunhofer Institut St. Ingbert, Deutschland) benutzt, der
flr die Natriumspektren auf eine Frequenz von 105,84 MHz eingestellt wur-
de. Zur getrennten Darstellung des intra- und extrazellularen Natriumsigna-
les wurde letzteres mittels des Shift-Reagenz Tm(DOTP)-5 chemisch ver-
schoben. Dartber hinaus wurde die sogenannte Triple-Quantum-Filter
Technik (Navon et al., 1994) zur Unterdriickung des Signals des extrazellu-
laren Natriums eingesetzt. Auf diese Weise konnte die niedrige intrazellula-
re Natriumkonzentration des Meerschweinchenherzens sensitiv erfasst
werden. In jedem Experiment wurde zunachst der 90° Puls bestimmt (etwa
91ps). Es wurden ebenfalls 1024 Datenpunkte erfasst und nach Fou-
riertransformation Gber einen Frequenzbereich von 22 ppm als Spektrum
abgebildet. Wahrend der Prozessierung wurde eine exponentielle Multiplika-
tion mit einer Linienverbreiterung von 10 Hz durchgefihrt. Abbildung 5 zeigt
ein reprasentatives Single-Quantum  ?*Na-Spektrum eines isoliert
perfundierten Meerschweinchenherzens vor und nach Perfusion mit dem
Shift-Reagenz Tm(DOTP)>".
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Abbildung 5: Reprasentative *°Na-NMR-Spektren eines isoliert perfundierten Meer-
schweinchenherzens. Das erste Spektrum (A) ist ohne Shift-Reagenz, das zweite (B) mit
und das dritte (C) mit Shift-Rreagenz und Triple-Quantum-Filter Technik aufgenommen
worden. Diese Technik unterdriickt das Signal der extrazellularen Fraktion des Natriums

mit konsekutiver Erhdhung der Sensitivitdt bezogen auf das intrazelluldre Natrium.

Vergleicht man dieses Single-Quantum-Spektrum mit solchen friiherer Un-
tersuchungen (Decking et al., 1998) wird deutlich, dass die in Kapitel 2.5.2.
beschriebene Verringerung der extrakardialen Flissigkeit die Qualitat der
Single-Quantum-Spektren bezlglich ihrer Sensitivitat fir das intrazellulare
Natrium verbessern konnte. Durch die Reduktion der extrazellularen Natri-
umkonzentration verringert sich die Flache des entsprechenden Peaks mit
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der Folge, dass nach Einsatz des Shiftreagenz der deutlich kleinere Peak
des intrazellularen Natriums entsprechend gréBer erscheint und damit bes-
ser integrierbar ist (Abbildung 5 B). Die zusatzliche Unterdriickung des ext-
razellularen Natriumanteils durch Anwendung der Triple-Quantum-Filter
Technik erhdhte die Sensitivitdt noch einmal, so dass die Kombination aus
.-Handschuhtechnik®, Shift-Reagenz und Aufnahmetechnik eine sensitive
Verlaufsuntersuchung der intrazellularen Natriumkonzentration ermdglichte.
Zur vergleichenden Darstellung wurden die Flachen unterhalb des intrazel-
lularen Natriumpeaks in Relation zum letzten Spektrum vor Beginn der I-

schamie gesetzt.

2.7. Laktatbestimmung

In den Versuchen zur pH-Bestimmung mit substratfreiem Krebs-Hensleit-
Puffer wurde zusatzlich koronarvendses Effluat gesammelt. Es wurden Pro-
ben wahrend der Kontrollphase, unter Eniporidegabe, in Ischdmie sowie in
Reperfusion genommen. Hieraus wurde die Laktatkonzentration bestimmt.
Als Prinzip wurde die Umwandlung von Laktat und NAD zu Pyruvat und
NADH. durch die Laktatdehydrogenase (LDH) verwendet. Um eine Um-
kehrreaktion zu verhindern, wurde dann das Pyruvat in einer zweiten Reak-
tion mit L-Glutamat mittels der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) zu L-

Alanin und o-Ketoglutarat umgewandelt:

L-Laktat + NAD* &' Pyruvat + NADH + H*

T

GPT
Pyruvat + L-Glutamat S L-Alanin + o-Ketogluterat

MessgrdBe ist dabei die Zunahme von NADH,, welche sich photometrisch
bei einer Wellenldnge von 365 nm durch Extinktionszunahme messen lieB3.
Als Messkit wurde der MPR 3 von Roche verwendet. Die Konzentration des
Laktats errechnet sich dann aus folgender Formel:

(2) [Llmmon = AE*15,3
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2.8. Phosphatbestimmung

Das wéahrend der Versuche mit substratfreiem Puffer gewonnene Effluat (s.
auch Kapitel 2.5.3.) wurde auf seinen Phosphatgehalt hin untersucht. Mittels
der ¥'P-NMR-Spektroskopie wurde zundchst ein Spektrum einer 1,18 mM
Phosphatlésung aufgezeichnet. Die Flache des Peaks wurde auf 1,18 ein-
gestellt. AnschlieBend wurden die verschiedenen Proben untersucht und die
Flache der Peaks integriert und ins Verhaltnis zur Referenzflache gesetzt.

2.9. Auswertung

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardabweichung aus den in
den jeweiligen Versuchsreihen durchgeflhrten Experimenten berechnet.
Die Anzahl der Experimente ist mit n gekennzeichnet. Zur statistischen
Auswertung wurde das Programm SPSS benutzt. Wo erforderlich, wurde
bei Mehrfachvergleichen eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-
Korrektur durchgefiihrt, wobei auf eine Korrektur fir Messwertwiederholung
verzichtet wurde. Als statistischer Test wurde der Student t-Test verwendet,
der ab einer Wahrscheinlichkeit von 1 - o = 0,95 (p < 0,05) als signifikant
gewertet wurde. In diesem Fall wurden die Ergebnisse mit einem * gekenn-
zeichnet. Wurde ein Signifikanzniveau von 1 - a= 0,99 (p < 0,01) errechnet,

wurden die Ergebnisse mit ** markiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Konzentrations-Wirkungs-Beziehung des NHE-1 Inhibitors

Eniporide am Meerschweinchenherzen

In dieser Versuchsreihe wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
der selektiven Hemmung des NHE-1 durch Eniporide am Meerschwein-
chenherzen nach maximaler Aktivierung von Protonenexport-Mechanismen
durch die NH4ClI-Prepulse-Technik etabliert. Durch die Gabe von NH4Cl kam
es zu einer intrazelluldaren Akkumulation von NHs und NH4CI. Sobald die
Infusion von NH4Cl beendet wurde, konnte NH3 schnell aus der Zelle diffun-
dieren; Protonen blieben in der Zelle zurtck, und es entwickelte sich eine
intrazellulare Azidose. Zum Ausgleich der Azidose und zur Wiederherstel-
lung physiologischer intrazellularer pH-Werte wurden auf diese Weise alle
am Protonenexport aus der Zelle beteiligten Systeme maximal aktiviert,
darunter auch der Natrium-Protonen-Austauscher (NHE-1). Eine Blockade
des NHE-1 flhrte somit zu einer dosisabhangigen Verlangsamung des
Ausgleichs der intrazellularen Azidose (Abbildung 6). Auf diese Weise konn-
te eine qualitative Aussage Uber die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
von Eniporide gemacht werden.

In der Kontrollgruppe lag der intrazellulare pH unter Ausgangsbedingungen
bei 7,14+0,01. Wéahrend der Applikation von NH4CI in einer Konzentration
von 10 mM Uber 15 Minuten kam es initial zu einer leichten Alkalisierung. Im
weiteren Verlauf nahm der intrazellulare pH kontinuierlich von 7,23+0,04 auf
6,99+0,01 ab.

Nach Beendigung der Zufuhr von NH4Cl sank der intrazelluldre pH in der
Kontrollgruppe in den ersten 3 Minuten auf 6,90+0,05 und stieg dann im
weiteren Verlauf auf den Ausgangs-pH von 7,14%0,02 wieder an (Abbildung
7). Unter Ausgangsbedingungen unterschied sich der intrazellulare pH zwi-
schen Kontrollgruppe und Experimentalgruppen nicht. Die zusatzliche Gabe
von Eniporide hatte auch keinen Einfluss auf den Verlauf des intrazellularen
pH wéhrend der NH4Cl-Gabe. Unmittelbar nach Beendigung der Zufuhr von
NH4Cl kam es dann aber zu deutlichen Unterschieden zwischen Kontroll-
und den verschiedenen Experimentalgruppen:
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Unter zusétzlicher Infusion von 10 nM Eniporide fiel der pH zum selben
Zeitpunkt auf 6,86+0,03 und unterschied sich somit nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. Schon unter Infusion von 100 nM Eniporide fiel der pH auf
6,82+0,06 und war damit signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Der
Anstieg der intrazellularen Protonenkonzentration nach Beendigung des
NH4CI-Prepulses konnte unter Zufuhr von 1 uM Eniporide erneut gesteigert
werden. Der intrazellulare pH betrug in dieser Experimentalgruppe unmittel-
bar nach Beendigung des NH4ClI-Prepulses 6,76+0,05. Eine weitere Reduk-
tion des pH; war unter 10 uM Eniporide nicht zu beobachten. In dieser Grup-
pe kam es zu einem initialen pH-Abfall 3 Minuten nach Beendigung der
NH4Cl-Infusion auf 6,78+0,10. In allen Versuchsreihen erholte sich der in-
trazellulare pH-Wert binnen 15 Minuten nach Ende der NH,4Cl-Infusion auf
Ausgangswerte.

Somit konnte ein Beitrag des Natrium-Protonen-Austauschers fir die pH-
Erholung nach Protonenltberladung nachgewiesen, dessen dosisabhangige
Inhibition mittels Eniporide gezeigt und eine maximal wirksame Konzentrati-

on von 1 uM definiert werden (s. Abbildung 6 und 7).

7,0 -
6,9 1 T * *
i
JQ:_ 6,8 ki
6,7 1
66 (n=7) (n=4) (n=5)
’ 0 10 100 1000 10000

Eniporide (nM)

Abbildung 6: Dosisabhangige Wirkung von Eniporide auf den intrazelluldren pH zum Zeit-
punkt t = 3 Minuten nach Beendigung des NH,CI-Prepulses (10 mM Uber 15 Minuten). (*: p
< 0,05; **: p < 0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe)
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Abbildung 7: Wirkung von Eniporide auf den intrazellularen pH in Meerschweinchenher-
zen, die mit einem Bikarbonat-Puffer perfundiert wurden. Die intrazellulare Azidose wurde
durch die NH,CI-Prepulse-Technik (Konzentration 10 mM (ber 15 Minuten) provoziert. Die
Eniporide-Infusion wurde 7 Minuten vor Beginn der NH,CI -Infusion begonnen. Werte sind
dargestellt als Mittelwerte und Standardabweichung. (*: p < 0,05, **: p < 0,01 im Vergleich

mit der Kontrollgruppe) (gestrichelte Linie = Kontrollgruppe).
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Die myokardiale Funktion unterlag deutlichen, pH-abh&ngigen Veranderun-
gen. Zu Beginn der Versuchsreihen betrug der linksventrikular entwickelte
Druck (LVDP) im Mittel in allen Versuchsreihen 765 mmHg. Nach Beginn
der Infusion von 10 mM NH4CIl kam es parallel zu der oben genannten leich-
ten Alkalisierung zu einer geringen Zunahme des LVDP auf 87+7 mmHg. Im
weiteren Verlauf verringerte sich der linksventrikular entwickelte Druck auf
3446 mmHg am Ende des NH4Cl-Prepulses. Die Versuchsreihen unter-
schieden sich in diesen Verlaufen nicht von der Kontrollgruppe.

Unmittelbar nach Beendigung der NH4CI-Zufuhr sank der LVDP unter Gabe
von 1 uM Eniporide auf 1529 mmHg und unterschied sich damit signifikant
von der Kontrollgruppe, die zu diesem Zeitpunkt einen mittleren LVDP von
2916 mmHg entwickelte. Am Ende der 15-minltigen Auswaschphase kam
es in allen Versuchen zu einer Erholung der Ausgangsfunktion auf Aus-

gangswerte (s. Abbildung 8).



Ergebnisse 24

— 100 -

o

L

=

E

(a8 50 A

]

3 O Kontrolle (n=7)

@ Eni10nM (h=4)
0

— 100 +

o

L

E

E

o 20 A

g . O Kontrolle (h=7)
- :NH4CI prepulse ® Eni1pM(n=5)

' : * <0,05 gepaarter T-Test
0 \. T T : l T T T
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20

Zeit (min)

Abbildung 8: Effekt der durch die NH,CI-Prepulse Technik induzierten intrazellularen Azi-
dose auf den linksventrikular entwickelten Druck (LVDP). Vergleichende Darstellung der
Kontrollgruppe und unter zusatzlicher Gabe von Eniporide 10 nM und 1 pM (*: p<0,05 im
Vergleich zur Kontrollgruppe

3.2. Intrazellulare Natriumkonzentration in Ischamie und Reperfu-
sion

In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss des Natrium-Protonen-
Austauschers (NHE-1) auf die intrazellulare Natriumkonzentration in Ischa-
mie untersucht. Durch Inhibition des NHE-1 mittels Eniporide ware eine
deutliche Abnahme der intrazellularen Natriumakkumulation in Ischamie zu
erwarten. Da in diesen Versuchen die Natriumakkumulation qualitativ mittels
»Na-NMR-Spektroskopie analysiert wurde, wurde zunéchst nach einer aus-
reichenden Einschlagphase eine 20-minltige seitenstandige Infusion von
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TmDOTP durchgefiihrt, um das Signal des intrazellularen Natriums von
dem des extrazellularen zu trennen. Danach wurde der Zufluss zum Herzen
vollstandig unterbunden und so eine Stop-Flow-Ischamie Uber einen Zeit-
raum von 60 Minuten induziert. In Abbildung 9 ist ein reprasentativer Verlauf

der intrazelluldren Natriumakkumulation in Ischdmie dargestellt.

Na’

60 min Ischamie

28-30 min Ischamie
14-16 min Ischamie

6-8 min Ischamie

2-4 min Ischamie / \ ’ \
Ende Tm-DOTP Infusion / \ ’ \

0 ppm

Abbildung 9: Darstellung reprasentativer ?Na-NMR-Spektren vor und wahrend 60 Minu-
ten dauernder Stop-Flow-Ischdmie. Intra- (Na*;) und extrazellulares (Na*s) Natrium wurden
vor Initiierung der Ischamie durch eine 20-mindtige Infusion von TmMDOTP getrennt. Zur
Reduzierung des Signales des extrazelluldren Natriums wurde eine Triple-Quantum-Filter
(TQF) -Aufnahmetechnik verwendet.

In der Kontrollgruppe kam es zu einem annahernd linearen Anstieg der in-
trazellularen Natriumkonzentration, die nach einer Stunde 249+25% des
Ausgangswertes vor Ischamie erreichte (Abbildung 10). Nach vorheriger
Infusion von Eniporide in einer Konzentration von 1 pM konnte die
intrazellulare Natriumakkumulation in Ischamie durch Blockierung des
Natrium-Protonen-Austauschers signifikant verringert werden. In den ersten
36 Minuten der Ischédmie fuhrte die Inhibition des NHE-1 zu einer annahernd
vollstandigen Blockade des Natriumeinstroms. AnschlieBend verlief der
Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration nahezu parallel zur
Kontrollgruppe. Bei exakter Analyse des Kurvenverlaufes zeigt sich nach
Beginn der Ischdmie auch in den mit Eniporide vorbehandelten

vorbehandelten Herzen ein leichter initialer Anstieg der intrazellularen
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ein leichter initialer Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration auf
111+£16%. Im weiteren Verlauf der Ischamie nahm die intrazellulare Natri-
umkonzentration zunachst wieder auf 87x16% (t = 23 min) ab. Anschlie-
Bend stieg auch in der Versuchsgruppe das intrazellulare Natrium auf
158+12% nach 60 Minuten totaler Ischdmie (Abbildung 10).

300 H v -
Ischamie

2501 O Kontrolle (n=6)
® Eniporide (1 uyM) (n=6)

200

Zeit (min)

Abbildung 10: Wirkung von Eniporide (1 uM) auf die intrazelluldre Natriumakkumulation in

Ischamie (*: p < 0,05; **: p < 0,01 im Vergleich mit der Kontrollgruppe).

3.3. Einfluss der NHE-Blockade durch Eniporide auf intrazellula-
ren pH, linksventrikulare Funktion und Energiestatus in Ischamie

und Reperfusion

Den Schwerpunkt dieser Arbeit bildeten die im Folgenden beschriebenen
Versuche zur Vertiefung des Verstandnisses der intrazelluldren pH- Regula-
tion am isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen und dessen Auswir-

kungen auf die myokardiale Funktion in Ischamie und Reperfusion.
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3.3.1. Perfusion mit Krebs-Henseleit-Puffer

In diesen Versuchen wurde der Einfluss von Eniporide auf den intrazellula-
ren pH sowie die Kontraktilitat des nach Langendorff-Technik perfundierten
Meerschweinchenherzens unter Verwendung eines bikarbonathaltigen Puf-
fers in 36 Minuten Ischamie und 30 Minuten Reperfusion untersucht (Abbil-
dungen 11 und 12). Unter diesen Bedingungen war eine Kompensation des
gehemmten Na*-H*-Exports durch den bikarbonatabh&ngigen Na*-HCOj-
Kotransporter méglich. Auch andere alternative Transportsysteme wie der
Laktat-H*-Symport wurden durch diese Versuchsbedingungen nicht beein-
flusst. Unter Standardbedingungen betrug der intrazellulare pH sowohl in
der Kontrollgruppe als auch unter Verwendung von Eniporide 7,14+0,02.
Die zusatzliche Infusion von Eniporide verdnderte den intrazellularen pH
unter normoxischen Bedingungen nicht. In Ischamie kam es zu einem steti-
gen Abfall des intrazellularen pH auf 5,74+0,14 in der Kontrollgruppe und
5,75+0,08 in den mit Eniporide vorbehandelten Herzen. Ein Unterschied in
der Geschwindigkeit des pH-Abfalls in Ischamie war nicht zu erkennen. In
Reperfusion kam es in beiden Gruppen zu einer Normalisierung des intra-
zellularen pH auf Ausgangswerte (7,13+0,02 Kontrolle; 7,14+0,01 Enipori-
de). Betrachtet man den Verlauf der pH-Erholung, so zeigte sich tendenziell
—im Grunde wider Erwarten - eine raschere Normalisierung in der Ver-
suchsgruppe. Hier war ein pH von 7,12+0,05 nach 18 Minuten Reperfusion
erreicht. In der Kontrollgruppe betragt der pH zu diesem Zeitpunkt
7,08+0,12 und erreicht 7,13£0,02 nach 24 Minuten (Abbildung 11). Diese
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Auffallig war insbesondere in
der Kontrollgruppe eine starke Streuung der pH-Werte. Zu Beginn der Re-
perfusion zeigte sich ein deutlich verbreiteter Peak des anorganischen
Phosphats. Es kam also in Reperfusion zu einer heterogenen pH-Verteilung
als Korrelat einer ausgepragteren myokardialen Schadigung, die erst zum
Ende der Reperfusion in den Hintergrund trat und eine Auswertung unmit-
telbar nach Beginn der Reperfusion erschwerte.
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Abbildung 11: Darstellung des intrazellularen pH-Verlaufs in 36 Minuten Ischdmie und 30
Minuten Reperfusion. Verwendet wurde ein Krebs-Henseleit-Puffer, der Bikarbonat enthielt.
Eniporide wurde 12 Minuten vor Beginn der Ischamie seitensténdig in einer Konzentration

von 1 uM infundiert.

Neben der Untersuchung des Einflusses von Eniporide auf den pH-Haushalt
wurde die mogliche kardioprotektive Wirkung, die mit einer Blockade des
NHE-1 verbunden sein kdnnte, untersucht. Hierzu wurden der linksventriku-
lar entwickelte Druck mit einem Ballonkatheter (Abbildung 12) und die ATP-
und Kreatinphosphatkonzentration mittels *'P-NMR-Spektroskopie (Abbil-
dung 13) bestimmt.
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Abbildung 12: Wirkung von Eniporide auf den linksventrikular entwickelten Druck (LVDP)

*

und den enddiastolischen Druck (LVEDP) in 36 Minuten Ischdmie und Reperfusion. (*:

p<0,05; **:p<0,01 im Vergleich mit der Kontrollgruppe)

Vor Beginn der Ischamie war der linksventrikular entwickelte Druck in bei-
den Gruppen mit 76£15 mmHg (Kontrolle) und 7714 mHg (Eniporide 1uM)
gleich. Eine 12-mindtige praischamische Infusion von 1uM Eniporide hatte
keinen Einfluss auf die Kontraktilitdt. Unterschiede zwischen der Kontroll-
gruppe und der Experimentalgruppe waren in dieser Zeit nicht nachzuwei-
sen (siehe Abbildung 12). In Ischamie kam es in beiden Gruppen zu einem
raschen Abfall der Kontraktilitdt. Eniporide hatte keinen EinfluB auf den
Funktionsverlust in Ischamie. In beiden Gruppen entwickelte sich eine
ischamische Kontraktur (definiert als Anstieg des linksventrikuldren enddias-
tolischen Druckes (LVEDP) um mehr als 5 mmHg bezogen auf den initialen



Ergebnisse 30

Wert zu Beginn der Ischamie). In der Kontrollgruppe kam es bereits nach 26
Minuten, in den mit Eniporide vorbehandelten Herzen erst nach 31 Minuten,
zu einer deutlichen Kontraktur. Am Ende der Ischamie stieg der LVEDP in
der Kontrollgruppe auf 27,5+7,6 mmHg an. Die Inhibition des NHE-1 durch
Eniporide verringerte den endischamischen LVEDP signifikant auf 16+8,5
mmHg. Noch deutlicher wurde der kardioprotektive Effekt von Eniporide bei
Betrachtung des linksventrikular entwickelten Druckes in Reperfusion. Am
Ende der Reperfusion erholte sich die Funktion in der Experimentalgruppe
auf 77+21% des Ausgangswertes und betrug 58+19 mmHg. In der Kontroll-
gruppe wurde lediglich eine Erholung auf 35+29% des Ausgangswertes be-
obachtet.

Es zeigte sich zu Beginn der 36-mindtigen Ischamie ein rapider Abfall der
Kreatinphosphat-Konzentration. Vor Ischamie betrug die Kreatinphosphat-
Konzentration in der Kontrollgruppe 12,8+1,3 mM und in der Experimental-
gruppe 12,6+1,2 mM und unterschied sich somit nicht. Auch die Geschwin-
digkeit der Abnahme unterschied sich in der Gruppe der mit Eniporide vor-
behandelten Herzen nicht von der Kontrollgruppe. Bereits nach 6 Minuten
Ischamie war die Kreatinphosphatkonzentration auf Werte unter 0,5 mM in
beiden Gruppen gesunken. Am Ende der Ischamie war in beiden Gruppen
kein Kreatinphosphat-Peak mehr nachweisbar. In Reperfusion kam es in
der Kontrollgruppe nur zu einer geringen Erholung des Kreatinphosphats
auf 5,421 mM nach 30 Minuten Reperfusion. Im Gegensatz dazu konnte
in den mit Eniporide (1 uM) vorbehandelten Herzen am Ende der Reperfu-
sion eine Erholung auf 8,6+1,1 mM festgestellt werden. Dies entspricht ei-
ner signifikanten Verbesserung im Vergleich zur Kontrollgruppe von 59%.
Vor Beginn der Ischdmie war auch die ATP-Konzentration in beiden Grup-
pen mit 6,71+0,44 mM (Kontrolle) und 6,74+0,28 mM (Eniporide) ann&hernd
gleich.

Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Experimentalgruppe fiel die
ATP-Konzentration in 36 Minuten Ischamie kontinuierlich ab. Wahrend sich
beide Gruppen im Hinblick auf die Kreatinphosphatkonzentration wahrend
Ischamie nicht unterschieden, fihrte die Vorbehandlung mit Eniporide zu
einer tendenziellen Verlangsamung des Abfalls der ATP-Konzentration ins-
besondere in den letzten 10 Minuten der Ischdmie. Am Ende der Ischdmie
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betrug die ATP-Konzentration in der Kontrollgruppe 0,38+0,51 mM und in
der Experimentalgruppe 0,68+0,20 mM. Dieser Unterschied erreichte aber
keine Signifikanz.

In Reperfusion erholte sich die ATP-Konzentration in den mit Eniporide vor-
behandelten Herzen signifikant besser. Nach 30 Minuten betrug sie in der
Kontrollgruppe 1,65+0,40 mM und in der Eniporidegruppe 3,22+0,61 mM.
Durch die praischamische Gabe von Eniporide erholte sich die ATP-
Konzentration in Reperfusion also auf annahernd 50 % des Ausgangswer-
tes.

Das anorganische intrazellulare Phosphat stieg in beiden Gruppen in I-
schamie erwartungsgemaR stark an und erreichte am Ende der Ischamie
20,93+1,82 mM in der Kontrollgruppe und 17,86+1,08 mM in der Experi-
mentalgruppe.

In Reperfusion normalisierten sich die Werte in der Eniporide Gruppe zu-
dem schneller als in der Kontrollgruppe. Auch dies bestatigte die bereits aus
den pHi-Daten in Reperfusion geschlossene ausgedehntere myokardiale
Schadigung in Herzen, in denen der NHE-1 in Ischdmie und Reperfusion
aktiv ist.
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Abbildung 13: Einfluss von Eniporide auf Kreatinphosphatkonzentration (PCr), ATP-
Konzentration und Konzentration des anorganischen Phosphats (P;) vor und wéhrend 36
Minuten Ischamie und 30 Minuten Reperfusion unter Verwendung eines natriumbikarbo-
nathaltigen Krebs-Henseleit-Puffers. (*:p<0,05; **:p<0,01 im Vergleich mit der Kontrollgrup-

pe)
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In dieser Versuchsreihe konnte somit die kardioprotektive Wirkung einer
Blockierung des Natrium-Protonen-Austauschers in Ischdmie und Reperfu-
sion durch Eniporide deutlich gezeigt werden. Sowohl die Kontraktilitat als
auch die energiereichen Phosphate verbesserten sich nach Vorbehandlung
mit Eniporide signifikant.

Signifikante Veranderungen im Verlauf des intrazellularen pH in Ischdmie
und Reperfusion konnten hingegen bei Inhibition des NHE-1 unter Verwen-
dung eines Natriumbikarbonat-haltigen Puffermediums erneut nicht beo-

bachtet werden.

3.3.2. Perfusion mit substratfreiem Krebs-Henseleit-Puffer

In diesen Versuchen wurde der EinfluB von Eniporide auf den intrazellularen
pH sowie auf die Kontraktilitdt des nach Langendorff-Technik perfundierten
Herzens unter Verwendung eines substratfreien, bikarbonathaltigen Puffers
in 30 Minuten Ischadmie und Reperfusion untersucht. Durch die Verwendung
eines substratfreien Puffers konnte die Glykolyse und die damit verbundene
Laktatbildung in Ischamie reduziert werden. Dies fluhrte zu einer Verringe-
rung des Protonentransportes aus der Zelle durch den Monokarboxylat-
Transporter. Unter diesen Bedingungen sollte die Bedeutung einer Blocka-
de des Natrium-Protonen-Austausches mit Eniporide in Ischamie eine noch
gréBere Rolle spielen. Um auBerdem die Laktatkonzentration im koronarve-
nésen Effluat wahrend der gesamten Versuchsdauer untersuchen zu kén-
nen, wurden diese Versuche unter Aufrechterhaltung eines minimalen Flus-

ses in Ischamie durchgeflihrt.

Der intrazellulare pH unterschied sich in der Kontrollgruppe und der Expe-
rimentalgruppe unter Perfusion mit einem substratfreien Krebs-Henseleit-
Puffer vor Ischamie nicht und betrug 7,15+0,02 (Kontrolle) beziehungsweise
7,15+0,01 (Eniporide). Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, hatte die Gabe von
Eniporide keinen EinfluB auf den intrazelluldren pH unter normoxischen Be-
dingungen. Die Perfusion mit substratfreiem Puffer verdnderte den intrazel-
luldren pH im Vergleich zur Perfusion mit substrathaltigem Puffer nicht. Un-

ter normoxischen Bedingungen war die pHi-Regulation somit stabil. In I-
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schamie zeigte sich in beiden Gruppen ein kontinuierlicher Abfall des pH..
Waéhrend in den ersten 5 Minuten der Ischamie der pHi-Abfall in beiden
Gruppen parallel verlief, kam es im weiteren Verlauf zu einem tendenziell
rascheren Abfall des pH; in der Gruppe der mit Eniporide vorbehandelten
Herzen. Nach etwa 18 Minuten Ischamie verlangsamte sich der Abfall des
pH; in beiden Gruppen. Am Ende der Ischamie betrug der pH; in der Kon-
trollgruppe 6,33+0,22 und in der Experimentalgruppe 6,25+0,05.

Weder die Geschwindigkeit der Abnahme des pH; noch der endischamisch
gemessene pH; unterschieden sich signifikant voneinander. Die Ergebnisse

liefern also nur einen Trend.

In Reperfusion kam es in beiden Gruppen weitestgehend zu einer Normali-
sierung des intrazellularen pH auf 7,10+0,03 in der Kontrollgruppe und
7,09+0,05 in der Experimentalgruppe. Ein Unterschied im pH-Verlauf fehlte
in Reperfusion (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Darstellung des intrazellularen pH-Verlaufs vor und wahrend 30 Minuten
Ischamie und 30 Minuten Reperfusion. Verwendet wurde zunédchst ein substrathaltiger,
dann ein substratfreier Krebs-Henseleit-Puffer. Beginnend 12 Minuten vor Beginn der |-
schamie wurde in der Experimentalgruppe Eniporide in einer Konzentration von 1 pM in-

fundiert.



Ergebnisse 35

Zusétzlich zur Bestimmung des intrazellularen pH wurde in dieser Ver-
suchsreihe die Laktat- und Phosphatkonzentration im koronarvendsen
Effluat gemessen. Unter Ausgangsbedingungen betrug die vendse Phos-
phatkonzentration in der Kontrollgruppe und in der Experimentalgruppe et-
wa 1,18 mM. In Ischamie kam es in etwa zu einer Halbierung der Phosphat-
konzentration im koronarvendsen Effluat. In der ersten Minute der Reperfu-
sion wurde eine héhere Phosphatkonzentration als unter Ausgangsbedin-
gungen gemessen (1,39+0,15 bzw. 1,33+£0,14 mM). Erneut lieB sich kein
signifikanter Unterschied erfassen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Vendse Phosphatkonzentration unter Ausgangsbedingungen, Uber 30 Mi-

nuten Ischamie und in der ersten Minute der Reperfusion.

Auf den ersten Blick mag Uberraschen, dass die koronarvendse Phosphat-
konzentration wahrend Niedrig-Fluss-Ischamie abfiel, und erst nach Reper-
fusion Uber den Basalwert anstieg. Die erniedrigte Phosphatkonzentration
wahrend Ischamie deutet auf eine, wenn auch geringe, Netto-Aufnahme von
Phosphat vermutlich in das Myokard hin. Die erh6éhte Phosphat-
Konzentration nach Beginn der Reperfusion dirfte auf irreversible Zellscha-
den mit Freisetzung auch von Phosphat und energiereichen Phosphaten

zurlickzufiihren sein. Ob diese erst mit Reperfusion einsetzte, oder bereits
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am Ende der Ischamie l&sst sich auf Grund der hohen Transit-Zeiten in
Niedrig-Fluss-lschamie nicht sicher beurteilen.

Die Laktatkonzentration (Abbildung 16) im koronarvendsen Effluat unter-
schied sich ebenfalls in Kontroll- und Experimentalgruppe nicht voneinan-
der. Unter Perfusion mit einem substratfreien Krebs-Henseleit-Puffer betrug
diese in der Kontrollgruppe 0,07+0,09 mmol/l beziehungsweise 26% der
unter Perfusion mit einem substrathaltigen Perfusionsmedium gemessenen
Konzentration. In NiedrigfluB-lschamie konnte in beiden Gruppen ein An-
stieg der koronarvendsen Laktatkonzentration auf 0,38+0,14 mmol/l gemes-

sen werden.
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Abbildung 16: Darstellung der Laktatkonzentration unter Perfusion mit substrathaltigem

(K-S), substratfreien (K-Sf) Krebs-Henseleit-Puffer vor und in Ischamie ().

Mdglicherweise bedingt durch die bereits oben angesprochene Transit-Zeit-
Verzdégerungen kann erst in Reperfusion (Abbildung 17) das intrakardial
akkumulierte Laktat abgegeben und nachgewiesen werden und erreicht in-
nerhalb der ersten Minute in Reperfusion eine maximale Konzentration von
2,5+1,1 bzw. 2,4+2,1 mmol/l (Kontroll- bzw. Experimentalgruppe), um im

weiteren Verlauf etwa auf das Ausgangsniveau abzufallen .
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Abbildung 17: In Ergédnzung zu Abbildung 16 ist hier zusatzlich der zeitliche Verlauf der
Laktatkonzentration in Reperfusion dargestellt. Mit R1-R30 sind die Zeitpunkte der Proben-

entnahmen in Reperfusion gekennzeichnet (z.B. R1 = erste Minute in Reperfusion).

Die Kontraktilitdt, abgebildet als der linksventrikular entwickelte Druck
(LVDP), zeigte unter Standardbedingungen keinen Unterschied. Nach Be-
ginn der Perfusion des Meerschweinchenherzens mit substratfreiem Puffer
reduzierte sich der LVDP um etwa 15% in beiden Gruppen. Unter kontinu-
ierlicher Perfusion ohne Substratangebot war die Kontraktilitdt der Herzen
stabil. Eniporide hatte vor Beginn der Ischamie keinen EinfluB auf die Funk-
tion. In Ischamie fiel der LVDP rasch ab. In Reperfusion zeigt sich zwar eine
bessere Erholung des LVDP in der Experimentalgruppe, allerdings erreich-
ten die Unterschiede bedingt durch die groBe Variabilitat in beiden Gruppen
kein signifikantes Niveau (p=0,058). Der LVDP erholte sich in der Experi-
mentalgruppe auf 79+46% des Ausgangswertes, wahrend er in der Kon-
trollgruppe nur auf etwa 29+32% anstieg (Abbildung 18). Grund fir die feh-
lende Signifikanz ist die hohe Variabilitat der Erholung der kontraktilen myo-
kardialen Funktion. In der Kontrollgruppe erreichten 2 von 6 Herzen einen
LVDP von etwa 40% des Ausgangsniveaus, wahrend in der Experimental-
gruppe insgesamt 3 von 5 Herzen Werte um 55 % des praischamischen
LVDP erzielten. Die Ubrigen Herzen zeigten lediglich eine Restkontraktilitat

von 5-25% des Ausgangshiveaus.
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Hinsichtlich der energetischen Daten induzierte Eniporide insbesondere be-
zlglich des Kreatinphosphats eine signifikante Verbesserung (Abbildung
18). Unter substratfreier Perfusion nahm das Kreatinphosphat von
12,28+1,74 mM (Kontrolle) beziehungsweise 11,73+2,20 mM (Eniporide
1uM) zunéachst auf stabile Werte von 8,48+0,73 mM (K) und 8,53%£1,63 mM
(Eniporide 1uM) ab. Innerhalb der ersten 10 Minuten der Ischamie ver-
schwindet der Peak des Kreatinphosphats im *'P-NMR-Spektrum véllig. Die
Geschwindigkeit des Abfalls war in Kontroll- und Experimentalgruppe iden-
tisch. In Reperfusion kommt es in beiden Gruppen zu einer Erholung der
Kreatinphosphat-Konzentration. Analog zur ersten Versuchsreihe, stieg
auch unter substratfreier Perfusion das Kreatinphosphat in der Gruppe der
mit 1uM Eniporide vorperfundierten Herzen deutlich starker an und betrug
am Ende der Reperfusion 10,26+1,47 mM. In der Kontrollgruppe erholte
sich das Kreatinphosphat auf 6,71x1,42 mM.

Die ATP-Konzentration blieb unter substratfreier Perfusion konstant und lag
unmittelbar vor Ischamie bei 7,04+1,30 mM (Kontrolle) und 6,79+0,55 mM
(Eniporide) (Unterschied nicht signifikant). Innerhalb der ersten 20 Minuten
der Ischamie sank die ATP-Konzentration in beiden Gruppen parallel ver-
laufend soweit ab, dass kein Peak in der *'P-NMR-Spektroskopie mehr
nachweisbar war. Im Unterschied zu der vorangegangenen Versuchsreihe
erholte sich der ATP-Spiegel in Reperfusion in beiden Gruppen zunéchst
vergleichbar. Doch die am Ende der Reperfusion gemessenen ATP Kon-
zentrationen von 2,21£0,81 mM (Kontrolle) und 2,73£0,31 mM (Eniporide)
unterschieden sich signifikant.

Das anorganische intrazellulare Phosphat stieg unter substratfreier Perfusi-
on zunachst von 1,94+0,53 mM (Kontrolle) und 1,38+0,48 mM (Eniporide)
auf 4,44+0,47 mM (Kontrolle) und 3,45+1,02 mM (Eniporide) an. Dies ent-
sprach einer Erhéhung der intrazellularen Phosphatkonzentration um den
Faktor 2,3 (K) und 2,5 (Eniporide). In Ischamie zeigte sich erneut ein aus-
gepragter Anstieg in der Kontrollgruppe. Hier wurde am Ende der Ischamie
eine Konzentration von 25,21+2,23 mM erreicht. Die Blockade des Natrium-

Protonen-Austauschers durch die Applikation von Eniporide 1 pM Utber 12
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Minuten vor Beginn der Ischamie reduzierte den Anstieg des intrazellularen
Phosphates auf 20,11+0,91 mM.

In Reperfusion fiel die Konzentration in der Kontrollgruppe auf 8,73+2,97
mM und auf 5,79+1,81 mM in der Experimentalgruppe. Auch unter diesen
Versuchsbedingungen zeigte sich also eine, wenn auch geringere, kardi-
oprotektive Wirkung von Eniporide.
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Abbildung 18: Kardioprotektive Wirkung von Eniporide in Ischamie und Reperfusion unter
Perfusion mit einem substratfreien Krebs-Henseleit-Puffer. Darstellung des linksventrikulér
entwickelten Druckes (LVDP), des intrazelluldren, anorganischen Phosphats (P;), des ATP
und des Kreatinphosphats (PCr) im zeitlichen Verlauf. Beginn der Ischamie zum Zeitpunkt t

= 0 Minuten. (*:p<0,05; **:p<0,01 im Vergleich mit der Kontrolle)
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3.3.3. Perfusion mit Hepes-Puffer

Diese Versuchsreihe wurde durchgefihrt, um die Bedeutung bikarbonat-
abhangiger Transportproteine im Rahmen der Ischdmie-induzierten, intra-
zellularen Azidose zu untersuchen. Ausgangspunkt war die Annahme, dass
durch den Verlust der Méglichkeit des Bikarbonataustausches und der Blo-
ckade des Natrium-Protonen-Austausches durch eine praischamische Eni-
poride-Infusion (1 uM Uber 12 Minuten) der pH;-Abfall in Isch&dmie deutlich
verstarkt sein muBte.

Unter Perfusion mit normalem Krebs-Henseleit-Puffer war der intrazellulare
pH in beiden Gruppen mit 7,13+0,01 (K) und 7,14+0,01 (Eniporide 1uM)
annahernd gleich. Dieser pH; blieb auch unter Perfusion mit Hepes-Puffer
konstant (Abbildung 19). Die 12 Minuten vor Beginn der Ischamie begonne-
ne Eniporideinfusion in einer Konzentration von 1uM hatte keinen EinfluB
auf den pHi. Unmittelbar vor Ischdmie wurde in der Kontrollgruppe ein pH;
von 7,140,083 und in der Experimentalgruppe von 7,13+0,02 gemessen.

In 30 Minuten Ischamie fiel der intrazellulare pH in den mit Eniporide vorbe-
handelten Herzen schneller auf ein deutlich tieferes Niveau. Bereits in den
ersten 3 Minuten fiel der pH; in der Experimentalgruppe auf 6,94+0,10, in
der Kontrollgruppe jedoch nur auf 7,06£0,08. Am Ende der Ischamie war
der pH; unter Blockade des Na'-H'-Austauschers durch Eniporide bei
gleichzeitiger Inhibition des Na'™-HCOjs-Kotransporters durch Bikarbonat-
Entzug auf 5,68+0,11 gesunken. In der Kontrollgruppe wurde zu diesem
Zeitpunkt ein pH; von 5,80+0,03 gemessen. Damit war der pH;-Abfall in der
Experimentalgruppe signifikant starker ausgepragt als in der Kontrollgruppe.
In Reperfusion erholte sich der pHi-Wert bei fortbestehender Inhibition des
NHE-1 durch Eniporide langsamer als in der Kontrollgruppe. Diese Unter-
schiede waren aber nicht signifikant. Am Ende der Reperfusion wurde in der
Kontrollgruppe ein pH; von 7,11+£0,03 gemessen. Der pH; in der Experimen-
talgruppe war nach 30 Minuten Reperfusion auf 7,05+0,02 angestiegen und
unterschied sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Verlauf des intrazellularen pH unter Perfusion mit Hepes-Puffer in 30 Minu-
ten Ischamie und 30 Minuten Reperfusion. Darstellung des Effektes der NHE-1 Blockade

durch Eniporide 1pM. (*: p<0,05; **: p<0,01 im Vergleich mit der Kontrolle)

Die Kontraktilitdt der Meerschweinchenherzen nahm unter Perfusion mit
Hepes zunachst ab (Abbildung 20). Im Vergleich zur Perfusion mit norma-
lem Krebs-Henseleit-Puffer zeigte sich eine Verringerung des linksventriku-
lar entwickelten Druckes (LVDP) um 2313 % in beiden Versuchsgruppen.
Im weiteren Verlauf stabilisierte sich der LVDP in beiden Gruppen und be-
trug unmittelbar vor Induktion der Ischamie 66+7 mmHg. Die seitenstandige
Infusion von Eniporide in einer Konzentration von 1uM 12 Minuten vor Be-
ginn der Ischamie hatte keinen EinfluB auf die Kontraktilitédt in diesem Zeit-
raum. Vergleichbar zu den Voruntersuchungen fiel der LVDP innerhalb der
ersten 3 Minuten der Ischamie auf 0 ab. In Reperfusion kam es in der Kon-
trollgruppe einmal, in der Gruppe der mit Eniporide vorbehandelten Herzen
zweimal zu Kammerflimmern. In die Auswertung flossen die Daten zur Kon-
traktilitdt nur von den Herzen ein, die in Reperfusion kein Kammerflimmern
zeigten.

Interessant war der Verlauf des LVDP in Reperfusion. Die Experimental-
gruppe zeigte hier in den ersten 18 Minuten eine signifikant langsamere Er-
holung als die Kontrollgruppe, um dann aber im Sinne einer Kardioprotekti-
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on eine bessere Kontraktilitdt aufzuweisen. Genau in diesem Zeitraum war
auch die pHi-Erholung in der Experimentalgruppe verlangsamt. Am Ende
der Reperfusion hatte sich die Funktion der Experimentalgruppe auf Aus-
gangswerte vor Ischamie regeneriert, wahrend die Kontrollgruppe 72+12 %
des praischamischen Ausgangswertes erreichte (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Linksventrikularer Druck in Prozent zum préa-ischamischen Wert (Hepesper-
fusion). Versuchsablauf: Perfusion mit normalem Krebs-Henseleit-Puffer, dann Hepes Puf-
fer vor, in 30 Minuten Ischamie und 30 Minuten Reperfusion. Effekt von Eniporide 1uM,
welches 12 Minuten vor Beginn der Ischamie seitenstandig infundiert wurde. (n=5 in beiden
Gruppen, 1x Kammerflimmern in der Kontrollgruppe; 2x Kammerflimmern in der Enipori-

degruppe) (*: p<0,05).

Die Analyse der energiereichen Phosphate ergab weitestgehend vergleich-
bare Ergebnisse mit den Voruntersuchungen (Abbildung 21). Vor Beginn
der 30-mindtigen Ischdmie war die Kreatinphosphat-Konzentration in beiden
Gruppen annahernd gleich. Auch unter Perfusion mit Hepes zeigte sich kei-
ne Veranderung des Kreatinphosphats in beiden Gruppen im Vergleich zur
Perfusion mit Krebs-Henseleit-Puffer. Unmittelbar vor Ischamie betrug die
Kreatinphosphat-Konzentration in der Kontrollgruppe 13,28+1,60 mM und in
der Experimentalgruppe 13,47+2,22 mM. Analog zu den anderen Versuchs-

reihen kam es in Ischamie zu einem raschen Abfall der Kreatinphosphat-
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konzentration. Am Ende der Ischamie war noch ein minimaler Peak in der
3P-NMR-Spektroskopie bei den mit Eniporide vorperfundierten Herzen
nachweisbar, entsprechend einer Konzentration von 0,13£0,09 mM. In der
Kontrollgruppe war kein Peak nachweisbar. In Reperfusion erholte sich die
Kreatinphosphat-Konzentration in beiden Gruppen. Eniporide flhrte zu einer
Erholung des Kreatinphosphats auf 11,71+2,48 mM, das somit 87% des
Ausgangsniveaus erreichte. In der Kontrollgruppe war die Erholung nicht so
stark ausgepragt. Es wurde eine Kreatinphosphat-Konzentration am Ende
der Reperfusion von 9,29+1,93 mM (70%) erreicht.

Auch die ATP-Konzentration konnte durch die Blockade des Natrium-
Protonen-Austauschers durch 1 uM Eniporide im Vergleich zur Kontrolle in
Reperfusion gebessert werden. Unter Ausgangsbedingungen betrug die
ATP-Konzentration in beiden Gruppen im Mittel 6,48+0,21 mM. In Ischamie
fiel die Konzentration sukzessive in beiden Gruppen, wobei der Abfall unter
Inhibition des NHE-1 und des NBC zum Ende der Ischamie leicht verzdgert
erschien. Am Ende der Ischamie war die ATP-Konzentration in der Kontroll-
gruppe auf 0,63+0,71 mM gesunken. Dies entspricht einer Abnahme von
etwa 90 %. In der Experimentalgruppe hingegen betrug der Abfall der ATP-
Konzentration nur 80% bezogen auf den praischamisch gemessenen Wert.
Diese Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant.

In Reperfusion erholte sich die ATP-Konzentration in der Kontrollgruppe auf
2,86+0,22 mM, in der Experimentalgruppe auf 4,67+1,14 mM. Eniporide
fihrte somit zu einer signifikanten Verbesserung.

Das intrazellulare anorganische Phosphat (P;) stieg in Ischdmie um den
Faktor 18. Im Gegensatz zu den Versuchen mit bikarbonathaltigen Puffern
konnten unter Perfusion mit Hepes keine Unterschiede in der intrazellula-
rem Phosphatkonzentration in Ischamie und Reperfusion zwischen beiden
Gruppen gefunden werden. Am Ende der Ischédmie erreichte die Konzentra-
tion ein Maximum von 20,9+3,3 mM in der Kontrollgruppe und 19+3 mM in
der Experimentalgruppe. Gleichzeitig waren die gemessenen P-Werte deut-
lich niedriger als in den vorangegangenen Untersuchungen.
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In Reperfusion verringerte sich die Konzentration des anorganischen intra-
zellularen Phosphats, und fiel auf etwa das Doppelte des normoxischen

Ausgangswertes ab (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einfluss von Eniporide auf Kreatinphosphatkonzentration (PCr), ATP-
Konzentration und Konzentration des anorganischen Phosphats (P;) vor und wéhrend 30
Minuten Ischdmie und 30 Minuten Reperfusion unter Verwendung eines natriumbikarbonat-

freien HEPES -Puffers. (*:p<0,05; **:p<0,01 im Vergleich mit der Kontrollgruppe)
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Auch die Analyse der energiereichen Phosphate bestétigte die bereits auf
der kontraktilen Ebene nachgewiesene kardioprotektive Wirkung der NHE-1
Inhibition. Daneben konnte in diesen Versuchen erstmals gezeigt werden,
dass die gleichzeitige Inhibition des NBC und des NHE-1 durch Eniporide in
Ischamie und Reperfusion zu einem deutlich starkeren Abfall des pH; im
Vergleich zur isolierten Inhibition des NBC oder des NHE-1 flhrte. Beide
Transportsysteme kénnen also den Ausfall des jeweils anderen kompensie-

ren.
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4. Diskussion

Das Ziel der vorgestellten Arbeit war es, zu klaren, ob die Hemmung des
Natrium-Protonen-Austauschers am Herzen (NHE-1) alleine oder nur in
Kombination mit der Blockade anderer Protonen-Export-Mechanismen in
Ischamie zu einem nachweisbar starkeren Anstieg der intrazellularen Proto-
nenkonzentration flhrt. Zur Hemmung des NHE-1 wurde Eniporide, ein
neuer und selektiver NHE1-Inhibitor eingesetzt. AuBerdem wurden dessen
kardioprotektive Eigenschaften auf den Ebenen der kontraktilen Funktion,
der Kontrakturentwicklung und des kardialen Energiestoffwechsels mittels
3P-NMR-Spektroskopie untersucht.

Die wichtigsten Ergebnisse der hier vorgestellten Untersuchungen lassen

sich wie folgt zusammenfassen:

1. Eniporide hemmt bereits in Konzentrationen von 100 nM substantiell
den Protonen-Export.

2. Der intrazellulare pH-Verlauf in Ischamie wird durch die alleinige In-
hibition des NHE-1 durch Eniporide nicht beeinflusst.

3. Der Monokarboxylat-Protonen-Symporter spielt im Hinblick auf den
Abfall des pH; in Ischamie keine bedeutende Rolle.

4. Die pHi-Regulation in Ischamie ist im Wesentlichen abhangig von
NHE-1 und Na*-HCOj3; Kotransport (NBC). Durch eine bikarbonat-
freie Perfusion vor Ischamie und in Reperfusion konnte unter zusatz-
licher Inhibition des NHE-1 erstmalig ein signifikant starkerer Abfall
des pH; in Ischamie beim isoliert perfundierten Meerschweinchenher-
zen nachgewiesen und somit die regulatorische Bedeutung des NBC
gezeigt werden.

5. Die selektive Inhibition von NHE-1 ist ebenso wie die Inhibition von
NHE-1 und NBC wahrend Ischamie und Reperfusion kardioprotektiv.
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4.1. Das Versuchsmodell

In dieser Arbeit wurden isoliert perfundierte Meerschweinchenherzen ein-
gesetzt, die in dem Magneten eines Kernresonanzspektrometers unter ver-
schiedenen Versuchsbedingungen im Hinblick auf die Natriumakkumulation
in Ischamie, den intrazelluldren pH-Verlauf und den Energiehaushalt sowie
auf die kontraktile Funktion wahrend Ischamie und Reperfusion untersucht
wurden.

Salin perfundierte isolierte Herzen wurden erstmals von Langendorff be-
schrieben (Langendorff, 1895).

Das isoliert perfundierte Meerschweinchenherz ist ein haufig verwendetes
experimentelles Modell zur Untersuchung des kardialen Energiestatus mit-
tels 3'P-NMR-Spektroskopie unter normoxischen Bedingungen und in |-
schamie und Reperfusion (u. a. Eriksson et al., 2004; Decking et al., 2001;
Sakamoto et al., 2000; Hotta et al., 1998; Yoshiyama et al., 1994; Tosaki
und Braquet, 1990).

Zusatzlich zu den energetischen Daten wurde in einigen Versuchsreihen die
Natriumakkumulation in Ischdmie am selben Herzmodell mittels 2Na-NMR-
Spektroskopie untersucht. Auch dieses Verfahren ist bei verschiedenen
Tierspezies und Arbeitsgruppen etabliert (Hartmann und Decking, 2003;
Weidensteiner et al., 2002; Yamamoto et al., 2001; Jelicks und Siri, 1995;
Hotta et al, 1994; Kohler et al., 1991).

Beide Verfahren wurden genutzt, um den Einfluss einer Blockade des Natri-
um-Protonen-Austauschers auf die intrazellulare Natriumakkumulation, den
intrazellularen pH in Ischamie und den Energiestatus in Ischamie und Re-
perfusion zu untersuchen.

Eniporide ist ein wirksamer, selektiver Inhibitor des NHE-1 (Kovar et al.,
2001) und wurde in dieser Arbeit verwendet, um den Einfluss einer Inhibiti-
on von NHE-1 auf die lonenhomd&ostase und die kardiale Funktion zu unter-

suchen.
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4.2. Wirksamkeit der Inhibition von NHE-1 durch Eniporide

Durch eine kurzzeitige Perfusion mit Ammoniumchlorid (NH4CI) entsteht
nach Beendigung derselben durch Diffusion des intrazellular akkumulierten
NHj; aus der Zelle unter Zuriicklassen von Protonen eine intrazellulare Azi-
dose, die zu einer Aktivierung des NHE-1 fuhrt. Durch den Einsatz eines
Inhibitors des NHE-1 kommt es dann zu einem signifikant gréBeren pHi.-
Abfall unmittelbar nach Beendigung der Ammoniumchloridgabe (Hartmann
und Decking, 1999; Nakanishi et al., 1992).

Physiologischerweise kann ein Referenzbereich des intrazelluldren pH von
7,1 bis 7,2 angenommen werden.

Unter Ausgangsbedingungen lag der intrazellulare pH in diesen Versuchen
bei 7,14+0,01 und unterschied sich in Kontroll- und Versuchsgruppe nicht
voneinander. Diese Ergebnisse sind somit mit anderen Untersuchungen am
Meerschweinchenherzen, bei denen der intrazellulare pH unter gleichen
Versuchsbedingungen bei 7,2 (Roos et al., 1981) bzw. 7,06£0,01 (Hart-
mann und Decking, 1999) lag, gut vergleichbar. In Untersuchungen an iso-
lierten Kardiomyozyten von Ratten wurde ebenfalls ein intrazellularer pH
von 7,1 gemessen (Schéafer et al., 2000). In einer Arbeit an menschlichen,
von Organtransplantierten entnommenen Kardiomyozyten wurde ein etwas
héherer intrazellularer pH von 7,31+£0,02 (Empfanger) und 7,290,038 (Do-
nor) gemessen (Yokoyama et al., 2000). Unter dem EinfluB unterschiedli-
cher Konzentrationen von Eniporide kam es nach Beendigung der Ammoni-
umchloridgabe zu einem starkeren intrazellularen pH-Abfall als in der Kon-
trollgruppe, mit einem Maximum bei Verwendung einer Konzentration von
Eniporide von 1 uM. Hier fiel der pH; nach Beendigung der Ammoniumchlo-
ridperfusion auf 6,76+0,05 und unterschied sich signifikant von dem pH;-
Abfall in der Kontrollgruppe zum selben Zeitpunkt (6,90+0,05). Da die Per-
fusion mit einem bikarbonathaltigen Puffer durchgefihrt wurde, waren alter-
native Protonen-Export-Mechanismen ebenfalls aktiv. Da Eniporide ein
wirksamer und selektiver Inhibitor des NHE-1 ist, wird somit deutlich, dass
der Na™-H" Austauscher eine wichtige Rolle bei der Wiederherstellung eines
physiologischen, intrazellularen pH nach einer Azidose spielt. Gleichzeitig
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konnte durch die Versuchsreihe eine maximal wirksame Konzentration von

Eniporide von 1 uM fir die weiteren Versuche bestimmt werden.

4.3. Intrazellulare Natriumakkumulation in Ischamie

Wahrend einer Ischamie kommt es zu einer verstarkten Bildung von Proto-
nen. Grund hierflr ist unter anderem eine vermehrte anaerobe Glykolyse
und ein Abbau von ATP in Verbindung mit einem deutlich herabgesetzten
vendsen FluB (Dennis et al., 1991; Gevers, 1977). In Folge der intrazellula-
ren Azidose wird der NHE-1 aktiviert und es kommt zu einem Austausch
von Protonen und Natrium. Gleichzeitig ist die Aktivitdt der Na*-K*-ATPase,
die physiologischerweise fir die Aufrechterhaltung des Natriumgradienten
entlang der zellularen Membran verantwortlich ist (Schmidt und Kjeldsen,
1998), auf Grund des Zusammenbruchs des ATP und der freien Energie der
ATP-Hydrolyse in Ischamie in ihrer Aktivitat deutlich eingeschrankt; folglich
kommt es zu einem Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration.
Dementsprechend wurde mittels 2Na-NMR-Spektroskopie in der Kontroll-
gruppe ein erheblich groBerer Anstieg des intrazellularen Natriums beo-
bachtet als in den mit Eniporide behandelten Herzen.

Eniporide beeinflusste die intrazelluldre Natriumkonzentration unter Stan-
dardbedingungen nicht, verringerte jedoch den Anstieg des intrazellularen
Natriums in Ischamie signifikant. In der Kontrollgruppe wurde ein Anstieg
der intrazelluldren Natriumkonzentration bereits nach 30 Minuten um den
Faktor 1,6 und nach 60 Minuten ndherungsweise auf das dreifache Niveau
des Ausgangswertes beobachtet. Nach kurzem initialen Anstieg der intra-
zellularen Natriumkonzentration zu Beginn der Ischamie, die rasch auf Aus-
gangsniveau zurlickging, verhinderte die Hemmung des NHE-1 durch Eni-
poride in den n&chsten 30 Minuten einen Anstieg der intrazelluldren Natri-
umkonzentration. Erst in der zweiten Halfte der Ischamie ist ein Anstieg der
intrazellularen Natriumkonzentration zu beobachten, die am Ende einen 1,6-
fach héheren Wert erreichte als zu Beginn der Ischamie. Eniporide erreichte
also eine Reduktion der intrazellularen Natriumkonzentration von 37% und

verringerte den Natriumeinstrom in Ischdmie somit mehr als Cariporide
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(27%) in vergleichbaren Untersuchungen (Decking et al., 1999). AuBerdem
konnte durch Eniporide die intrazellulare Natriumkonzentration Uber 30 bis
35 Minuten Ischamie auf Ausgangsniveau gehalten werden, was in dieser
Form in anderen Untersuchungen bisher nicht gezeigt werden konnte (De-
cking et al., 1999).

Der in den ersten Minuten der Ischamie gemessene Anstieg der intrazellula-
ren Natriumkonzentration ist wahrscheinlich die Folge einer Aktivierung von
potentialgesteuerten Natriumkanalen. Nach dem in Ischamie raschen Aus-
fall der Na'-K*-ATPase, des wichtigsten Natrium-Export-Mechanismus,
kommt es Uber die potentialgesteuerten Natriumkanale in den ersten 10
Minuten einer Ischamie zu einem weiteren Anstieg der intrazellularen Natri-
umkonzentration bei (Butwell et al., 1993; van Emous et al., 1997; Hart-
mann und Decking, 1998). Im weiteren ischamischen Verlauf fallt zunachst
eine gleichbleibende intrazellulare Natriumkonzentration auf. In dieser Zeit
ist die Aktivitdt des NHE-1 maximal gesteigert in dem Versuch, die intrazel-
lular anfallenden Protonen aus der Zelle zu transportieren. Eniporide hemmt
die Aktivitdt des NHE-1, die gleichbleibende intrazellulare Natriumkonzent-
ration ist also durch die wirksame und potente Inhibiton des NHE-1 durch
Eniporide zu erklaren. Der langsame Anstieg des intrazellularen Natriums
nach 35 Minuten Ischamie ist vergleichbar mit anderen Versuchen, in denen
der NHE-1 inhibiert wurde (Decking et al., 1998). Es wurde postuliert, dass
die Beteiligung anderer Transporter wie des Na*-HCO® -Symporter oder
des Na*-Ca®"-Antiporter sowie mdglicherweise auch anderer NHE Isofor-
men flr diesen Anstieg mit verantwortlich ist (Decking et al., 1999). Diesen
Uberlegungen widerspricht eine Arbeit an isolierten Kardiomyozyten von
Meerschweinchenherzen, die durch Blockade von Natriumkanalen und
NHE-1 eine fast vollstdndige Unterbindung des Natriumeinstroms unter si-
mulierten Ischdmiebedingungen zeigen konnte. Gleichzeitig merkt der Autor
der Arbeit aber an, dass nicht auszuschlieBen sei, dass moderate Verénde-
rungen von pH und Kaliumkonzentration bereits zu signifikanten Verande-
rungen des ischamischen Natriumeinstroms flhren (Eigel und Hadley,
1999). Aus diesem Grund sind sicher quantitative und qualitative Unter-
schiede im Natriumeinstrom in verschiedenen experimentellen Modellen zu

erwarten.
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Der in der Kontrollgruppe gemessene Anstieg der intrazellularen Natrium-
konzentration lag in diesen Versuchen niedriger als in einer anderen Ver-
suchsreihe, in der ein Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration nach
60 Minuten um den Faktor 4,3 (Decking et al., 1998) gemessen wurde.
Auch in anderen Untersuchungen wurden héhere intrazellulare Natriumkon-
zentrationen zu vergleichbaren Zeitpunkten gemessen (Van Emous et al.,
1998; Cross et al., 1995; Navon, 1994; Pike et al., 1990). Decking, Van E-
mous und Cross verwendeten in |hren Modellen einen niedrigen FluB in I-
schamie im Gegensatz zu einer Ischamie ohne Restperfusion. Navon und
Pike untersuchten Herzen bei niedrigeren Temperaturen.

Ein minimaler koronarer Restfluss in Ischamie ist im Gegensatz zu einer
kompletten Ischamie in der Lage, oxidative Stoffwechselvorgange bedingt
aufrecht zu erhalten und die mitochondriale Funktion zu bewahren (Ferrari
et al., 1996). Unter diesen Bedingungen ist eine Phosphorylierung des
NHE-1 eher méglich als bei komplett unterbrochener Perfusion. Eine starke-
re Phosphorylierung wiederum steigert die Aktivitat des NHE-1 und kdnnte
somit zu einer starkeren Natriumakkumulation beitragen (Moor et al., 2001).
Dyck und Mitarbeiter (1995) konnten darliber hinaus zeigen, dass es in
Niedrigfluss-lschamie zu einer deutlichen Steigerung der Expression von
NHE-1-mRNA im Vergleich zur vollstdndigen Ischamie kommt. Diese Vor-
stellung wird auch durch Daten einer neueren Arbeit unterstitzt, in der unter
anderem die intrazellulare Natriumakkumulation in einer 30-minutigen |-
schamie untersucht wurde und die nur einen Anstieg in dieser Zeit um den
Faktor 1,26 zeigte (Varadarajan et al., 2001). Dieser lag damit noch deutlich
unter den Ergebnissen der hier prasentierten Untersuchungen zum ver-
gleichbaren Zeitraum.

Nicht auszuschlieBen sind auch spezifische Unterschiede in der Aktivitat
des NHE-1 zwischen den Spezies Meerschweinchen (vorliegende Arbeit
und Decking), Ratten (van Emous, Cross und Navon) und Frettchen (Pike),
wie sie fir den Na*-HCO®-Kotransporter, eine weitere Eintrittspforte fir in-
trazelluldares Natrium, im Rahmen einer ischamischen Azidose (Yamamoto
et al., 2005) beschrieben sind. Auch die in verschiedenen Spezies in ande-
ren Untersuchungen gezeigten Unterschiede in der intrazellularen Natrium-
konzentration (4-16 mmol/l) unter Ausgangsbedingungen (Pieske et al.,
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2002; Gray et al., 2001; Yao et al., 1998; Donoso et al., 1992; Harrison et
al., 1992; Baudet et al., 1991; Wang et al., 1988; Chapman et al., 1983; Co-
hen et al., 1982) kdnnten einen Einfluss auf die Bedeutung des NHE-1 ha-
ben.

Legt man eine intrazelluldre Natriumkonzentration von 6,8 mmol/l zu Grun-
de (Cohen et al.,, 1982), so ergab sich nach 60 Minuten vollstandiger
Ischamie eine intrazelluldre Natriumkonzentration von 17 mmol/l in den Ver-

suchen in dieser Arbeit.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten 2®Na-NMR-spektroskopischen Untersu-
chungen belegen, dass die Inhibition des NHE-1 durch Eniporide bereits in
einer Konzentration von 1 uM die NatriumUberladung in den ersten 30 Minu-

ten der Ischamie wirkungsvoll verhindert.

4.4. Intrazellularer pH in Ischamie und Reperfusion
4.4.1. NHE-1 und NBC in Ischamie und Reperfusion

In der ersten Versuchsreihe wurde ein bikarbonathaltiges Perfusionsme-
dium verwendet. Der sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Experi-
mentalgruppe gemessene intrazellulare pH betrug 7,14+0,02 und war somit
vergleichbar mit anderen Untersuchungen sowohl an isolierten Kardiomyo-
zyten von Ratten (7,09+0,03, Schafer et al., 2000) als auch an isoliert per-
fundierten Meerschweinchenherzen (7,11+0,05, Hartmann und Decking,
1999). Wahrend einer 36-mindtigen globalen Ischamie kam es zu einem
raschen und deutlichen Abfall des pH; auf 5,74+0,14. Weder die Geschwin-
digkeit des Abfalls noch der am Ende der Ischamie erreichte pH; unter-
schied sich in beiden Gruppen voneinander. Bei deutlicher inhibitorischer
Wirkung von Eniporide, gezeigt durch die verringerte intrazellulare Natrium-
akkumulation in Ischamie, missen also alternative Puffersysteme fiir den
fehlenden Unterschied des pH; — Verlaufes in Ischamie verantwortlich sein.

In einem bikarbonathaltigen System ist der wahrscheinlichste Mechanismus
eine kompensatorische Steigerung der Aktivitdt des NBC-Transportes. So
konnte in der vorgestellten Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die Inhibi-
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tion des NHE-1 durch Eniporide und des NBC durch eine bikarbonatfreie
HEPES-Puffer-Perfusion zu einer signifikanten Steigerung des pH;-Abfalls in
Ischamie fuhrte. Auch unter bikarbonatfreier Perfusion unterschied sich der
intrazellulare pH unter normoxischen Bedingungen in den Versuchsgruppen
zunachst nicht voneinander. Mit 7,15+£0,01 war er vergleichbar zu den in
Voruntersuchungen gemessenen Werten unter bikarbonathaltiger Perfusi-
on, was fir die kompensatorische Fahigkeit alternativer Puffer- und Trans-
portsysteme spricht. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen war der pH; in
einer anderen Untersuchung unter bikarbonatfreier Perfusion bereits ernied-
rigt (6,97+0,01 vs. 7,05+0,01; ten Hove et al., 2005).

In Ischamie flhrte die Inhibition von NBC und NHE-1 zu einem signifikant
starkeren Abfall des pH; auf 5,68+0,11 (vs. 5,80%0,03 Kontrolle). Diese Da-
ten sind vergleichbar zu der Untersuchung von ten Hove und Mitarbeitern,
die unter Verwendung von Cariporide zur Inhibition des NHE-1 unter bikar-
bonatfreier Perfusion einen pH;-Abfall auf 5,70+0,01 zeigen konnten. Auch
Schéafer und Mitarbeiter zeigten an isolierten Herzmuskelzellen von Ratten,
dass eine alleinige Inhibition von NHE-1 durch Cariporide keine Verande-
rung des pH; unter ischamischen Bedingungen bewirkte, hingegen die
Kombination aus Inhibition von NHE-1 und NBC den pH; signifikant starker
abfallen lieB (Schafer et al., 2000).

Die Bedeutung des NBC an der Regulation des intrazellularen pH im Myo-
kard wurde in vielen Arbeiten in verschiedenen Spezies untersucht (Yama-
guchi et al., 1998; Pike et al., 1993; Lagadic-Gossmann et al., 1992; Dart C
et al., 1992; Vaughan-Jones, 1986; Piwinca-Worm et al., 1985). Im ventriku-
laren Myokard betragt der Saureefflux Gber den NBC 40-50% (Khandoudi et
al., 2001). In einer Untersuchung an isolierten ventrikularen Myozyten von
Ratten konnte eine Steigerung des saureaquivalenten Effluxes Uber den
Na*-HCOgs-Kotransporter bei Abnahme des pH; gezeigt werden (le Prigent
et al., 1997). Daten bezlglich des intrazellularen pH-Verlaufes in Ischamie
unter gleichzeitiger Inhibition sowohl des NBC durch eine bikarbonatfreie
Perfusion als auch des NHE-1 zeigten in der Vergangenheit widerspriichli-
che Ergebnisse (Docherty et al., 1997; Bauza et al., 1995). Einschrankend
muB hinzugefligt werden, dass durch die Verwendung eines bikarbonatfrei-
en Puffermediums keine selektive Inhibition des NBC erzielt wird. Vielmehr
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werden auch andere bikarbonatabhangige Transportsysteme wie der CI'*-
HCOj3 -Transporter in ihrer Funktion blockiert. Allerdings spielt dieser Trans-
porter im adulten Herz eine untergeordnete Rolle im Rahmen des Azido-
seausgleichs (v. Heel et al., 1984; Gonzalez et al., 1981; Vaughan-Jones,
1979). Uber diesen Transporter und einen CI-OH™-Austauscher wird viel-
mehr die intrazellulare Sauredquivalent-Aufnahme geregelt (Loh et al.,
2001).

Bei der Interpretation der in Reperfusion gemessenen pH;-Werte unter bi-
karbonathaltiger Perfusion sind mehrere Faktoren zu bericksichtigen. Wah-
rend es in der mit Eniporide behandelten Gruppe zu einer raschen, kontinu-
ierlichen Erholung des intrazellularen pH auf Ausgangswerte kam, zeigte
sich in der Kontrollgruppe ein relativ breiter P;.Peak in der *'P-NMR Spekt-
roskopie in Reperfusion. Durch die 36-mindtige Ischamie ist es zu einer re-
gional unterschiedlich stark ausgepragten Schadigung des Myokards ge-
kommen, mit entsprechend regional sehr unterschiedlichem intrazellularen
pH. Da das angewandte Messverfahren Uber das gesamte Herz einen Mit-
telwert erfasst, sind auf Grund des Schadigungsgrades des Herzens durch
die Dauer der Ischamie verzdgerte Verdnderungen des intrazelluldren pH
nicht erfaBbar gewesen. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit anderen
Untersuchungen am vergleichbaren Modell, in denen eine Interpretation der
pHi-Werte in Reperfusion nur eingeschrankt méglich war und ebenfalls kei-
nen Unterschied im pH;-Verlauf zeigte (Lin et al., 2003; Decking et al.,
1998). In Arbeiten, in denen eine durch Inhibition des NHE-1 durch Caripo-
ride zu erwartende verzégerte Erholung des pH; in Reperfusion gezeigt wer-
den konnte, war der Reperfusion eine klrzere Dauer der Ischamie (30
Minuten versus 36 Minuten in dieser Arbeit) vorausgegangen (Strémer et
al., 2000). Hierdurch ist eine geringere Schadigung des Myokards mit ver-
besserter zellularer Integritat zu erwarten, wodurch die Physiologie der in-
trazellularen pH-Regulation besser beobachtet werden kann. Allerdings war
auch in dieser Arbeit in den ersten 90 Sekunden der Reperfusion kein Un-
terschied des pH; mit oder ohne Inhibition des NHE-1 durch Cariporide ge-
sehen worden. Ursachlich war méglicherweise eine in Reperfusion initial
kompensatorisch erhdhte Aktivitdt des Laktat-Protonen-Kotransproters in
den mit Cariporide vorbehandelten Herzen (Lin und Suleiman, 2003).
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Auch unter bikarbonatfreier Perfusion stieg der intrazellulare pH in den ers-
ten Minuten der Reperfusion identisch an, bevor es in dieser Untersuchung
im Unterschied zu den Untersuchungen mit einem bikarbonathaltigen Per-
fusionsmedium zu einer langsameren Erholung des pH; unter Inhibition von
NBC und NHE-1 kommt. Auch der am Ende der Reperfusion erreichte pH;
lag in der Experimentalgruppe mit 7,05+0,02 leicht unter der Kontrollgruppe
(7,1120,03). Allerdings erreichten diese Ergebnisse kein signifikantes Ni-
veau und mussen durch zuklnftige Experimente bestatigt werden.

4.4.2. Monocarboxylat-H*-Transporter in Ischamie und Reperfusion

Wahrend die Bedeutung des Laktat-Protonen-Symportes Gber den Mono-
carboxylat-Transporter in Reperfusion wiederholt gezeigt werden konnte (s.
oben und Tokuno et al., 1999), ist dessen Bedeutung fir den intrazellularen
pH in Ischamie bisher nur unzureichend untersucht. Wahrend einer Hypoxie
wird die anaerobe Glykolyse massiv gesteigert, um ATP zu generieren und
so sowohl Kontraktionsfahigkeit als auch lonenhomdostase des Herzmus-
kels aufrecht zu erhalten. Daraus resultiert ein deutlicher Anstieg der Laktat-
und Protonenkonzentration in Ischamie (Poole-Wilson, 1989; Richards et
al., 1987; Eisner et al., 1987; Rovetto et al., 1973; Williamson, 1966). Die
daraus resultierende Azidose stimuliert den Efflux von Laktat aus der Zelle
Uber den Monocarboxylattransporter. Hierdurch werden auch Protonen aus
der Zelle entfernt. Eine substratfreie Perfusion des isolierten Meerschwein-
chenherzens fihrt zu einer kontinuierlichen Depletion der muskularen Gly-
kogenspeicher. Hierdurch wird die Glykolyse bereits friihzeitig in Ischamie
blockiert. Es bildet sich weniger Laktat. Da der Laktat-H*-Transport abhan-
gig ist von dem Konzentrationsgefalle von Laktat zwischen intra- und extra-
zellularem Raum, kommt es in Ischamie rasch zu einer Verringerung der
Transportrate des Laktat-Protonen-Symporters, so dass dieser Transporter
eine verminderte Protonenextrusion durch Inhibition des NHE-1 nicht mehr
kompensieren kénnte. Folglich wéare ein starkerer Abfall des intrazellularen
pH unter Inhibition des NHE-1 durch Eniporide zu erwarten.

Tatsachlich unterscheidet sich der pH;-Abfall zwischen Kontroll- und Expe-

rimentalgruppe in den ersten Minuten der Ischdmie nicht voneinander. Dies
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ist in Analogie zu den Daten zur intrazellularen Natriumakkumulation, die
gezeigt haben, dass die Aktivitdt des NHE-1 in der initialen Phase der I-
schamie noch gering ist. Im weiteren Verlauf beschleunigt sich die Entwick-
lung einer intrazelludren Azidose in der Experimentalgruppe, ohne aller-
dings ein von der Kontrollgruppe signifikant unterschiedliches Niveau zu
erreichen.

Der pHi-Abfall war in diesen Versuchen deutlich geringer ausgepragt als in
den Versuchen mit vollstdndiger Flussunterbrechung (6,33+0,22 vs.
5,85+0,1). Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit anderen Untersu-
chungen, in denen vergleichbare Werte flr pH; in Niedrigfluss-lschamie ge-
messen wurden (Ferrari et al., 1996). Dies ist zum einen auf die reduzierte
Bildung von Laktat zurtickzuflhren, zum anderen auf eine langere Aufrecht-
erhaltung eines oxidativen Metabolismus wéahrend Niedrigfluss-Ischdmie
(Ferrari et al., 1997). Auch die in Ischamie freigesetzte Laktat-Menge unter-
schied sich nicht signifikant zwischen beiden Gruppen. Der Monocarboxy-
lattransporter spielt somit nur eine untergeordnete Rolle in der Regulation
des intrazelluldren pH in Ischdmie. Dies wird gestitzt durch die Tatsache,
dass die Konzentration des Laktats im koronarvendsen Effluat in Ischdmie
in beiden Versuchsgruppen nahezu identisch war. Die in Ischdmie gemes-
senen Konzentrationen stiegen in beiden Gruppen gleichermaBen erwar-
tungsgeman an. In Reperfusion kam es dann unter dem wieder einsetzen-
den Fluss in den ersten Minuten zu deutlich erhfhten Laktatkonzentrationen
in beiden Versuchsgruppen. Erneut zeigten sich aber keine Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen. Auch der intrazellulare pH Verlauf in Re-
perfusion unterschied sich nicht in beiden Gruppen, was durch die bereits

weiter oben diskutierten Griinde zu erklaren ist.

4.4.3 Zusammenfassung

Der Natrium-Bikarbonat-Symporter und der Natrium-Protonen-Austauscher
sind in Ischamie maBgeblich an der Regulation des intrazellularen pH betei-
ligt. Die Untersuchungen zeigen, dass der NBC eine selektive Inhibition von
NHE-1 in Ischamie kompensieren kann. Alternative Transportsysteme wie
der Monocarboxylat-Protonen-Transporter sind in Ischamie von untergeord-
neter Bedeutung. In Reperfusion ist die Analyse des intrazellularen pH-
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Verlaufes sehr stark von der Gesamtschadigung des Myokards in Ischdmie
abhangig. Quantitative Aussagen Uber die Beteiligung der verschiedenen
untersuchten Transportsysteme kdénnen aus den vorgestellten Untersu-
chungsergebnissen nicht abgeleitet werden. Die in der Literatur beschriebe-
ne Bedeutung des Laktat-Protonen-Symporters in der Frihphase der Re-
perfusion konnte unter den gewahlten Untersuchungsbedingungen nicht
bestatigt werden. Es bleibt zuklinftigen Experimenten Uberlassen, zu klaren,
inwiefern auch andere Systeme die pH;-Regulation in der Friihphase der
Reperfusion beeinflussen. Wiinschenswert wéare ebenfalls die Entwicklung
eines selektiven NBC-Inhibitors, um so die Bedeutung dieses Transportsys-

tems noch besser verstehen zu kdnnen.

4.5. Kardioprotektion durch Inhibition des Na*-H*-Austauschers
durch Eniporide in Ischamie und Reperfusion

In Analogie zu den in der Literatur verflgbaren Daten zu Cariporide und
Zoniporide, zwei bekannten und ausfihrlich untersuchten Inhibitoren des
NHE-1 am Myokard, war auch die Inhibition des NHE-1 durch Eniporide in
verschiedenen Versuchsmodellen kardioprotektiv. Sowohl der linksventriku-
lar entwickelte Druck als auch die energiereichen Phosphate erholten sich
postischamisch in der Experimentalgruppe signifikant besser. Der LVDP
erholte sich unter Verwendung eines bikarbonathaltigen Perfusates nach
Reperfusion in der Interventionsgruppe auf 77% des praischamisch gemes-
senen Wertes und lag somit 38% héher als in der Kontrollgruppe. Die ener-
giereichen Phosphate PCr und ATP erreichten in der Experimentalgruppe
eine um 59% bzw. 25% héhere Konzentration als in der Kontrollgruppe.
Unter Ausgangsbedingungen hatte die Inhibition des NHE-1 bei bikarbonat-
haltigem Perfusionsmedium keinen EinfluB auf die energiereichen Phospha-
te und den linksventrikular entwickelten Druck. Dies stimmt mit der Literatur
Uberein, in der eine Inhibition des NHE-1 beim Meerschweinchenherzen
durch Cariporide ebenfalls keinen EinfluB unter Ausgangsbedingungen hat-
te (Hartmann und Decking, 1999).
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Die praischamisch gemessene Druckamplitude des linken Ventrikels von 76
mmHg ist vergleichbar mit der in der Untersuchung von Hotta und Mitarbei-
tern gemessenen (72 mmHg) (Hotta et al., 2001).

In jener Arbeit erholte sich der LVDP nach 40-mintiger Ischamie und an-
schlieBender 40-minltiger Reperfusion auf 76% des Ausgangswertes unter
Verwendung von SM-20550, einem potenten und hochselektiven Inhibitor
des NHE-1 (Ito et al., 1999), wahrend in der Kontrollgruppe eine Erholung
auf 37% gemessen wurde. Zwar war die Ischamiedauer geringflgig langer,
jedoch sind diese Werte durchaus mit den in dieser Arbeit vorgestellten Er-
gebnissen (77% vs 33%) vergleichbar. Eniporide verzégerte dartber hinaus
die Entstehung einer ischamischen Kontraktur, gemessen an der Zunahme
des linksventrikularen enddiastolischen Druckes, in Ischdmie. Auch dieser
Effekt ist mit der Wirkung anderer NHE-1 Inhibitoren vergleichbar (Ayoub et
al., 2003; Stromer et al., 2000).

Die Untersuchung der energiereichen Phosphate konnte in Ischamie zwar
keinen Unterschied im Abfall der ATP-Konzentration zeigen, jedoch wies ein
in Ischamie signifikant héheres anorganisches Phosphat auf einen vermehr-
ten (Adenin)-Nukleotid-Abbau hin. Die kardioprotektive Wirkung von Enipo-
ride ist somit vergleichbar zu anderen Inhibitoren des NHE-1 am Herzen.

Auch unter bikarbonatfreier Perfusion war die Inhibition des NHE-1 kardio-
protektiv.

Die in diesen Versuchen gemessene, praischdmische Abnahme des links-
ventrikular entwickelten Druckes um 23% in beiden Gruppen unter Perfusi-
on mit bikarbonatfreier HEPES-Pufferlésung ist vergleichbar zu Daten von
isoliert perfundierten Rattenherzen, in denen eine Funktionsabnahme um
18% gemessen wurde (Ten Hove et al., 2005). Die energiereichen Phos-
phate hingegen unterschieden sich unter der veranderten Perfusion in bei-
den Gruppen nicht (13,6£1,9 und 13,5+2,2 mmol/l). Auch dieses Ergebnis
ist in Ubereinstimmung mit der Arbeit von Ten Hove und Mitarbeitern. In
Ischamie kommt es zu einer raschen Abnahme der Konzentration der ener-
giereichen Phosphate. Allerdings ist diese nicht so stark ausgepragt wie in
den Versuchen mit bikarbonathaltiger Pufferlésung und den Versuchen mit
praischamischer Glykogendepletion, so dass auch endischamisch eine
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ATP-Konzentration gemessen werden konnte. Die gleichzeitige Inhibition
des NHE-1 und des NBC fluhrte zu einer héheren ATP-Konzentration am
Ende der Ischamie (20% vs. 10%). Alle energiereichen Phosphate erholten
sich bei gleichzeitiger Inhibition des NHE-1 und des NBC signifikant besser.
Die PCr-Konzentration erreichte in der Experimentalgruppe praischamische
Ausgangswerte und lag somit am Ende der Reperfusion um 17% héher als
in der Kontrollgruppe. Auch die zu diesem Zeitpunkt gemessene ATP-
Konzentration lag um 28% hdoher.

Bemerkenswert war der Verlauf des linksventrikular entwickelten Druckes in
Reperfusion. Wahrend der ersten 15 Minuten der Reperfusion kam es bei
gleichzeitiger Inhibition des NHE-1 und des NBC zu einer verringerten Erho-
lung der Kontraktilitat. Im weiteren Verlauf erholte sich die Funktion in dieser
Gruppe auf das Niveau vor Ischamie, wéahrend die Kontrollgruppe nach ini-
tial rascherer Erholung der Kontraktilitdt ein signifikant niedrigeres Niveau
erreichte. Die Vermutung liegt nahe, dass der negativ inotrope Effekt einer
prolongierten Azidose in Reperfusion zunachst die Erholung des LVDP ver-
zbgert, gleichzeitig aber Uber eine vollstdndigere Erholung der energierei-
chen Phosphate den kardioprotektiven Effekt von Eniporide verstarkt.
Einschrankend sei an dieser Stelle hinzugeflgt, dass in der Experimental-
gruppe bei 2 Versuchen Kammerflimmern in Reperfusion auftrat, wahrend
dies in der Kontrollgruppe nur einmal der Fall war. Ein niedriger pH; ist ei-
nerseits in der Lage, zu einer Schadigung von Kardiomyozyten zu flhren,
andererseits ist eine prolongierte Azidose in Reperfusion kardioprotektiv.
Ein niedriger pH; in Reperfusion inhibiert den Na*-Ca®**-Austauscher (Shi-
gematsu et al., 1999; Doering und Lederer, 1993) und fihrt somit zu einer

geringeren unmittelbar postischamisch zu messenden Kontraktilitat.

Die kardioprotektive Wirkung einer gleichzeitigen Inhibition des NHE-1
durch Eniporide und des NBC bei konstantem FluB konnte auch flr Caripo-
ride gezeigt werden (Shimada et al., 1996), allerdings ist der Verlauf der
Funktionserholung am isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen in

dieser Form bisher nicht gezeigt worden.
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Die Inhibition des NHE-1 unter gleichzeitig bei substratfreier Perfusion re-
duzierter Aktivitdt des Monokarboxylat-H+-Austauschers zeigte im Gegen-
satz zu obigen Messreihen einen kardioprotektiven Effekt lediglich auf der
Ebene der energiereichen Phosphate. Funktionell konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen der Experimental- und Kontrollgruppe festgestellt
werden.

In isoliert perfundierten Herzen konnte gezeigt werden, dass eine Laktatazi-
dose maBgeblich zur Schadigung von Kardiomyozyten in Ischamie beitragt
(Dennis et al., 1991). Dabei war die Akkumulation von Laktat von gréBerer
Bedeutung als der begleitende Abfall des pH; (Cross et al., 1995).

Eine substratfreie Perfusion vor Beginn der Ischamie flhrt zu einer geringe-
ren Bildung von Laktat in Ischamie durch praischamische Glykogendepleti-
on. Die kardioprotektive Wirkung der Inhibition des NHE-1 durch Eniporide
wurde oben ausfihrlich diskutiert.

Die substratfreie Perfusion flhrte zu einer Reduktion des linksventrikularen
Druckes um etwa 15% in beiden Gruppen. Gleichzeitig reduzierte sich das
Kreatinphosphat um 30% bei Aufrechterhaltung der ATP—Konzentration.
Vergleichbare Studien zur substratfreien Perfusion bei gleichzeitiger Inhibi-
tion des NHE-1 fehlen in der Literatur.

In Ischamie konnte wie in den vorangegangenen Messreihen erneut kein
signifikanter Unterschied im Abfall des ATP unter Inhibition des NHE-1 ge-
zeigt werden. Die Erholung des linksventrikular entwickelten Druckes lag im
Mittel in der Experimentalgruppe zwar um 49% hdéher als in der Kontroll-
gruppe, auf Grund von groBen Schwankungen innerhalb der verschiedenen
Versuche erreichten die Ergebnisse aber kein signifikantes Niveau. Die
energiereichen Phosphate hingegen erreichten in Reperfusion unter Inhibi-
tion des NHE-1 signifikant héhere Werte.

Ein Grund fir die fehlende Signifikanz auf funktioneller Ebene kénnte ein
verminderter Abfall des pH; in Ischamie (endischamisch 6,33) in dieser Ver-
suchsreihe sein. Ein erniedrigter pH in Ischamie und eine prolongierte Azi-
dose in Reperfusion schitzen das Langendorff-perfundierte Herz (Ebihara
et al., 1996). Zwar deuteten die Daten an, dass die zusatzliche Inhibition
des NHE-1 den pH; Abfall in Ischamie verstarkt, doch diese Ergebnisse wa-
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ren ebenso wie der deutliche Trend der Funktionserholung in Reperfusion
nicht signifikant.

Ein wesentlicher Mechanismus, der zur kardioprotektiven Wirkung durch
NHE-1 Inhibition beitragt, ist die Verringerung der intrazellularen Natriumak-
kumulation, wie sie auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Die durch
die Ischamie einsetzende anaerobe Glykolyse fliihrt zu einer intrazellularen
Azidose. Hierdurch missen Mechanismen aktiviert werden, die Saureaqui-
valente aus der Zelle ausschleusen. Hierzu gehdéren, wie oben gezeigt wur-
de, der NHE-1, NBC und Monokarboxylat-H+-Austauscher. Ein in der Folge
der Ischamie entstehender Anstieg der intrazellularen Natrium-
Konzentration fihrt zu einem verringerten Auswartstransport von Kalzium
bzw. sogar zu einem Einwartstransport von Kalzium in die Zelle durch Um-
kehr des Na*-Ca?*-Austauschers (NCX) (Allen und Xiao, 2003; Piper et al.,
2003). Die Bedeutung dieses Mechanismus fiir die Schadigung des Myo-
kards und die damit verbundene Funktionseinschrankung in Reperfusion
wurde bereits 1985 durch Ladzunski und Mitarbeiter postuliert (Ladzunski et
al., 1985) und in vielen Ubersichtsarbeiten beschrieben (Schillinger, 2003;
Kamazyn et al., 1999; Avkiran et al., 1999; Murphy, 1999). In neuesten Un-
tersuchungen konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass die Inhibition
des Na*-Ca®**-Austauschers die Schadigung des Myokards in Reperfusion
effektiver verhindert als die Inhibition des NHE-1 (Matsumoto et al., 2002;
Inserte et al., 2002). Eine erhéhte intrazelluldre Kalziumkonzentration fahrt
unter anderem zu einer Hyperkontraktur und hat eine proarhythmogene
Wirkung. Darlber hinaus spielt die Kalziumkonzentration eine wichtige Rolle
in der Induktion der Apoptose. So konnte gezeigt werden, dass die Inhibition
des NHE-1 durch Cariporide in einem Ischamie-Reperfusions-Modell die
Apoptoserate Uber eine Erniedrigung der intrazellularen Kalziumakkumula-
tion verringern konnte (Sun et al., 2004).

In der vorgelegten Arbeit wurde die intrazelluldre Kalziumkonzentration nicht
gemessen. Die verzdgerte Entwicklung einer ischamischen Kontraktur kann
jedoch als Hinweis auf eine reduzierte intrazellulare Kalziumkonzentration

interpretiert werden (Hartmann und Decking, 1999).
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Bereits im Jahr 2000 zeigten Schéafer und Mitarbeiter an isolierten Kardio-
myozyten, dass eine verbesserte Funktionserhaltung durch Inhibition des
NHE-1 durch Cariporide nicht allein durch eine verstarkte intrazellulare Azi-
dose und eine verringerte Kalziumaufnahme erklart werden kann (Schéfer
et al., 2000). In einer kirzlich publizierten Arbeit konnte gezeigt werden,
dass eine NHE-1 Inhibition tber die oben genannten Wirkungen hinausge-
hend einen protektiven Effekt auf die Funktionalitdt der Mitochondrien hatte
(Javadov et al., 2005). Weitere Studien missen den Zusammenhang zwi-
schen intrazellularer Natrium-, Kalzium- und Protonenkonzentration sowie
moglichen freien Radikalen und anderen in Ischdmie verdnderten und ge-

bildeten Transport-Proteinen auf mitochondrialer Ebene untersuchen.

Die Inhibition des NHE-1 durch Eniporide war auch in dieser Arbeit kardio-
protektiv. Dies ist im Widerspruch zu Ergebnissen aus klinischen Studien, in
denen eine eindeutige kardioprotektive Wirkung fehlte (Zeymer et al., 2001).
Allerdings haben viele Arbeiten gezeigt, dass die kardioprotektive Wirkung
der NHE-1 Inhibition am starksten ausgepragt ist bei Gabe eines Inhibitors
vor Beginn der Ischamie. Die postischamische Gabe zu Beginn der Reper-
fusion hat widersprlchliche Ergebnisse zur Folge (Hurtado und Pierce,
2001; An et al., 2001). Der Zeitpunkt der Applikation erscheint also ein wich-
tiger Faktor im Rahmen der kardioprotektiven Wirkung zu sein. Gleichzeitig
war in der klinischen Studie von Zeymer eine Einmalgabe von Eniporide
erfolgt. Bei einer Halbwertszeit von Eniporide von etwa 2 Stunden (Kovar et
al., 2001) kénnte eine Einmalgabe im Rahmen einer Lysetherapie, die sich
in der Regel Uber mehrere Stunden hinzieht, unzureichend sein zur Ausbil-
dung eines signifikanten kardioprotektiven Effektes. Eine repetitive Gabe
héatte hier vielleicht einen gréBeren Erfolg gebracht.

4.6 Ausblick

Die in der Diskussion aufgefiihrte Fahigkeit der Herzmuskelzelle, sehr
schnell auf veranderte auBere Bedingungen mit Anpassung der Transport-
rate (NHE-1) zu reagieren, zeigt, wie wichtig weitere Untersuchungen auf
molekularer Ebene zur Charakterisierung der Expression und Regulation
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von Transportproteinen in Ischamie und Reperfusion sind. Wahrend eine
vermehrte Expression des NHE-1 in Ischdmie nachgewiesen werden konnte
(Gan et al., 1999), fehlen Daten hierzu fir den zweiten wesentlichen pH;-
Regulationsmechanismus, den Na*-HCOj3-Kotransporter. Auch ein selekti-
ver Inhibitor dieses Transportproteins steht bisher nicht zur Verfigung. In
einer Arbeit mit Antikbrpern gegen den Na"™-HCOj3-Kotransporter konnte ein
kardioprotektiver Effekt in Ischdmie und Reperfusion gezeigt werden. Aller-
dings blieb die Selektivitat des Antikérpers unklar (Khandoudi et al., 2001).
Zum tieferen Verstédndnis der Bedeutung dieser Mechanismen fir die pH;-
Regulation und die lonenhomd&ostase im Hinblick auf kardioprotektive Effek-
te sind weitere Forschungen in diesem Bereich notwendig. In klinischen
Studien zeigte die Inhibition des NHE-1 nur unzureichende kardioprotektive
Effekte. Gerade das auch in der aktuellen Literatur (ten Hove et al., 2005)
erneut gezeigte kardioprotektive Potential der Inhibition verschiedener lo-
nen-Transporter machen weitere klinische Studien in diesem Bereich sinn-
voll. Gleichzeitig ware es wiinschenswert, gerade auf Grund der auBeror-
dentlichen Komplexitédt der pHi-Regulation und der Stéranfalligkeit dieses
Systems durch Temperatur und Elektrolytunterschiede (Ch'en F.F.T. et al.,
2003), mdglichst einheitliche Versuchsprotokolle -Spezies-lUbergreifend- zu
etablieren, um methodologische Fehler noch weiter zu reduzieren und die
Vergleichbarkeit von Studien zu verbessern. Die Ergebnisse dieser Arbeit
leisten einen Beitrag zum Versténdnis der pH; Regulation in Ischdmie und
Reperfusion und der kardioprotektiven Bedeutung der Inhibition des NHE-1
und des Na*-HCOg3-Kotransporter.

Die Zeitfenster, in denen zuklnftig pHi-Veranderungen und Elektrolytveran-
derungen in Reperfusion gemessen werden, sollten sich verklrzen. Oft
spielen sich Adaptationsvorgange binnen Sekunden oder weniger Minuten
ab und werden selbst durch die NMR-Spektroskopie nur ungeniigend er-
fasst und charakterisiert. Neue methodologische Verfahren hierzu mussten
entwickelt werden. Einen weiteren wichtigen Beitrag werden Modelle leis-
ten, in denen gezielt Transporterproteine ausgeschaltet werden, wie es an
einem Mausmodell fir den NHE-1 gezeigt werden konnte (Wang et al.,
2003). Gleichzeitig sind Untersuchungen am nach Langendorff perfundier-

ten, isolierten Herzen nur wenig reprasentativ fir die komplexen Vorgange
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z.B. bei Patienten mit Myokardinfarkt. Das Fehlen von freien Fettsauren im
Perfusat etwa kénnte die Schadigung durch Ischamie und Reperfusion ver-
ringern. Auch der EinfluB von Blutzellen wie Leukozyten und Thrombozyten
in Ischamie und Reperfusion im kristallin perfundierten Herzen entfallt (Fer-
rari et al., 1996). Der NHE-1 unterliegt darlber hinaus vielféltigen hormona-
len Regulationsmechanismen (Masereel et al., 2003), die in tierexperimen-
tellen Untersuchungen am isolierten Herzen in ihrer Komplexitat nur schwer
simuliert werden kénnen. Vor diesem Hintergrund lasst sich eine fehlende,
beziehungsweise deutlich eingeschrankte Wirksamkeit der NHE-1 Inhibito-
ren Eniporide und Cariporide in klinischen Studien zumindest teilweise er-
klaren. Dartiberhinaus ist die richtige Dosierung der Substanzen sowie die
Dauer der Gabe bei Patienten mit kardialen Erkrankungen noch nicht aus-
reichend untersucht (Menown et al., 2001). Dies wird Aufgabe multizentri-
scher Studien sein, um den in dieser Arbeit erneut aufgezeigten hoffnungs-
vollen Aspekt der Kardioprotektion durch den NHE-1 Inhibitor Eniporide
auch in der Praxis wirkungsvoll umzusetzen.

Auch die Méglichkeit, eine kardiale Hypertrophie und myokardiales Remo-
delling durch Inhibition des Na*-H"-Austauschers zu verringern (Baartscheer
et al., 2005, Linz und Busch, 2003), zeigen, dass das Potential der Na*™-H"-
Austauscher-Inhibitoren noch nicht vollstéandig ausgeschdépft ist. Daten zu
Eniporide fehlen hierzu noch véllig und bieten vielfaltige Méglichkeiten, die
in dieser Arbeit gesammelten Daten in weiteren Versuchsmodellen zu er-

weitern.
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5. Zusammenfassung

In der Vergangenheit zeigten Versuche an isoliert perfundierten Herzen ver-
schiedener Spezies bei praischamischer Inhibition des Natrium-Protonen-
Austauschers (NHE-1) eine Reduktion der Natrium-Uberladung in Ischamie
und in Reperfusion eine Verbesserung der myokardialen Funktion. Uberra-
schenderweise zeigte sich trotz nachgewiesener potenter Hemmung des
NHE-1 in zahlreichen Untersuchungen kein signifikanter Unterschied im
intrazellularen pH-Verlauf in Ischamie.

In den Untersuchungen wurden nach Langendorff salin-perfundierte Meer-
schweinchenherzen verwendet. Zunachst wurde eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung fur Eniporide unter Verwendung der NH4Cl-Prepulse-Technik
erstellt und eine optimale inhibitorische Wirkung fir 1 uM Eniporide ermittelt.
Untersuchungen mittels ?*Na-NMR-Spektroskopie unter Verwendung eines
Shift-Reagens zeigten, dass die Hemmung des NHE; durch 1 uM Eniporide
wahrend der Ischamie die intrazellulare Natriumakkumulation um etwa 40%
reduzierte.

Schwerpunkt der Arbeit waren *'P-NMR-spektroskopische Untersuchungen
zum intrazelluldren pH-Verlauf in Ischamie und Reperfusion. Erstmalig
konnte flr Eniporide gezeigt werden, dass die gleichzeitige Inhibition des
NHE-1 und des Natrium-Bikarbonat-Austauschers zu einem signifikant aus-
gepragteren Abfall des intrazelluldren pH (pHi) in Ischamie flhrte (5,68 vs.
5,80 in der Kontrollgruppe). Versuche zur Laktatkonzentration im koronar-
vendsen Effluat zeigten, dass der Monocarboxylat-Kotransporter keine Be-
deutung flr die Regulation des pH; in Ischamie und Reperfusion hatte. Die
linksventrikulare Funktion verbesserte sich durch eine praischamische Eni-
poridegabe um mindestens 25%.

Eniporide ist also ein potenter Inhibitor des NHE-1, der wirkungsvoll die Nat-
rium-Akkumulation in Ischdmie reduziert und auch im salin-perfundierten
Meerschweinchenherzen kardioprotektiv ist. Trotz der Blockade des NHE
und damit des H'-Auswartstransports wahrend Ischdmie kann nur bei
gleichzeitiger Blockade des Bikarbonat-Austauschers ein starkerer intrazel-
lularer pH-Abfall nachgewiesen werden.
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